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RESUMO 
 
Esta tese descreve a construção de sensores a partir da 
modificação da superfície de eletrodos de ouro com monocamadas auto-
organizadas (SAM) de tióis, enzima peroxidase e complexo de níquel 
(II). Após a otimização, os sensores foram usados para determinação de 
dopamina em fármacos, tiodicarbe em frutas e legumes e catequina em 
chá verde. 
Foi construído um biossensor para dopamina a partir da 
modificação de um eletrodo de ouro com SAM de L-cisteína, sobre a 
qual foi imobilizada peroxidase obtida de brotos de feijão (Vigna 
radiata). O biossensor apresentou resposta linear para dopamina de 
9,91x10-6 a 2,21x10-4 mol L-1 com limite de detecção de 4,78x10-7 mol 
L-1 e limite de quantificação de 1,60x10-6 mol L-1. Apresentou tempo de 
vida útil de 15 dias. Os resultados obtidos na determinação de dopamina 
em fármacos com este sensor estão de acordo com aqueles obtidos com 
o método espectrofotométrico em um nível de 95% de confiança. 
Um segundo biossensor construído a base de SAM de L-cisteína 
e peroxidase de broto de alfafa (Medicago sativa) foi empregado para 
determinação de tiodicarbe em amostras de batatas, maçãs e morangos. 
Usando este sensor, a curva analítica foi linear para tiodicarbe nas 
concentrações entre 2,27x10-6 e 4,40x10-5 mol L-1 com limite de 
detecção de 5,75x10-7 mol L-1 e um limite de quantificação de 1,92x10-6 
mol L-1. O tempo de vida deste eletrodo foi de 20 dias. Os resultados do 
método proposto estão de acordo em um nível de 95% de confiança com 
os resultados do procedimento de cromatografia líquida de alta 
eficiência  
Foi também desenvolvido um sensor para determinação de 
catequina em chá verde, no qual um complexo de níquel (II) foi 
imobilizado sobre SAM de ácido 3-mercaptopropiônico na superfície do 
eletrodo de ouro. Este eletrodo modificado apresentou uma resposta 
linear para catequina no intervalo de 3,31x10-6 a 2,53x10-5 mol L-1 com 
limite de detecção de 8,26x10-7 mol L-1 e limite de quantificação de 
2,75x10-6 mol L-1. O tempo de vida deste eletrodo foi investigado 
durante quatro semanas e os resultados demonstram uma perda aparente 
de sua resposta após 20 dias. A determinação de catequina em chá verde 
utilizando o sensor proposto está de acordo com o método de 
eletroforese capilar em um nível de confiança de 95%. 
 
Palavras-chave: sensores, monocamadas auto-organizadas, tióis. 
  
ABSTRACT 
 
This thesis describes the construction of sensors from the surface 
modification of gold electrodes with self-assembled monolayers (SAM) 
of thiols, peroxidase enzyme and complex of nickel(II). After 
optimization, the sensors were used for determination of dopamine in 
pharmaceuticals, thiodicarb in fruits and vegetables and catechin in 
green tea. 
A biosensor for dopamine was built through the modification of a 
gold electrode with SAM of L-cysteine, on which was immobilized 
peroxidase from bean sprouts (Vigna radiata). This biosensor showed 
linear response to dopamine of 9.91 x10-6 to 2.21 x10-4 mol L-1 with a 
detection limit of 4.78 x10-7 mol L-1 and limit of quantification of 1.60 
x10-6 mol. It presented useful lifetime of 15 days. The results for the 
determination of dopamine in pharmaceutical formulations with this 
modified electrode are in agreement with those obtained with the 
spectrophotometric method in a 95% level of confidence.  
A second SAM-based biosensor for L-cysteine and peroxidase 
from alfalfa sprouts (Medicago sativa) was constructed to determine 
thiodicarb in samples of potatos, apples and strawberrys. Using this 
sensor, calibration curve was linear for thiodicarb concentrations 
between 2,27x10-6 and 4,40x10-5 mol L-1 with a detection limit of 5.75 
x10-7 mol L-1 and a limit of quantification of 1.92x10-6 mol L-1. The 
lifetime of this electrode was 20 days. The results of the proposed 
method are in agreement on a 95% level of confidence with the results 
of high performance liquid chromatography  
It was also constructed a sensor for determination of catechin in 
green tea, in which a complex of nickel (II) was immobilized on SAM 
of 3-mercaptopropionic acid on the surface of gold electrode. This 
modified electrode showed a linear response to catechin in the range of 
3.31x10-6 to 2.53x10-5 mol L-1 with a detection limit of 8.26x10-7 
mol L – 1  and limit of quantification of 2.75x10-6 mol L-1. The lifetime 
of this electrode was investigated for four weeks and the results show an 
apparent loss of response after 20 days. Determination of catechin in 
green tea using the proposed sensor is in accordance with the method of 
capillary electrophoresis in a confidence level of 95%. 
 
Keywords: Sensors, self-assembled monolayers, thiols.  
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APRESENTAÇÃO 
 
Este trabalho foi desenvolvido com o intuito de construir novos 
sensores a partir da utilização de sistemas auto-organizados visando 
contribuir com o desenvolvimento de novas metodologias para a 
determinação de dopamina em fármacos, tiodicarbe em frutas e legumes 
e catequina em chá verde. 
Esta tese compõe-se de quatro capítulos, sendo o primeiro uma 
introdução sobre a modificação de eletrodos, monocamadas auto-
organizadas, enzimas e imobilização, biossensores, moléculas 
funcionais sintéticas, técnicas eletroanalíticas e os objetivos do trabalho. 
Nos três capítulos seguintes são descritos os métodos 
desenvolvidos para determinação de dopamina, tiodicarbe e catequina. 
Foram desenvolvidos dois biossensores com peroxidase de fonte vegetal 
e SAM de L-cisteína e um sensor que utilizou um complexo de níquel 
(II) com propriedades eletrocatalíticas e SAM de ácido 3-
mercaptopropiônico. Por último, apresentam-se as conclusões dos 
trabalhos desenvolvidos e as referências bibliográficas. 
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1. INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 
 
1.1 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS 
 
Eletrodos usados em análise eletroquímica apresentam grande 
versatilidade, fornecem limite de detecção baixo, uma ampla faixa de 
resposta linear e boa estabilidade entre outras vantagens. No entanto, 
esses eletrodos são propensos a sofrer interferências ou contaminações 
da sua superfície por produtos resultantes de reações associadas ao 
processo eletroquímico principal. A cinética de transferência de elétrons 
entre os analitos e os materiais dos eletrodos pode ser demasiadamente 
lenta, prejudicando a sensibilidade na detecção destes compostos. Além 
disso, no caso de sensores amperométricos, destaca-se também a 
importância da seletividade das determinações, pois quando amostras 
complexas são analisadas, podem existir espécies químicas eletroativas 
no potencial selecionado (SOUZA, 1997; FREIRE et al., 2003; 
LOWINSOHN e BERTOTTI, 2006).  
Na intenção de minimizar os problemas acima descritos, os 
eletrodos quimicamente modificados (EQM) fornecem superfícies 
eletródicas com características que podem contornar efetivamente 
muitos destes problemas e aumentar a aplicabilidade e eficiência dos 
eletrodos tradicionais (FREIRE et al., 2003). Além disso, a modificação 
da superfície pode conduzir a elaboração de inúmeros dispositivos para 
aplicações em diversas áreas, tais como alimentícia e farmacêutica. 
Modificar um eletrodo consiste em atribuir e controlar novas 
propriedades físico-químicas a sua superfície inerte através do 
acoplamento de espécies químicas ativas (orgânicas ou inorgânicas) 
(SOUZA, 1997; NASCIMENTO e ANGNES, 1998). Portanto, os EQM 
representam um recurso rápido e versátil para a preparação de novos 
sensores eletroquímicos estáveis e seletivos.  
A escolha do substrato que terá sua superfície modificada é outro 
aspecto relevante da modificação de eletrodos, pois, deve ser apropriado 
para o método de imobilização selecionado e ainda apresentar 
características eletroquímicas adequadas. Dentre os materiais utilizados 
como suporte está o ouro, platina, carbono vítreo, pasta de carbono, 
vidros e plásticos condutores. Os métodos mais comuns de modificação 
dos eletrodos são via adsorção, eletroadsorção, recobrimento com 
membranas poliméricas, formação de compósitos e reações químicas 
(PEREIRA et al., 2002). 
Uma técnica que vem sendo utilizada como alternativa na 
modificação de superfícies eletródicas é a formação de monocamadas 
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auto-organizadas (SAM – Self-Assembled Monolayers) (FERRETI et 
al., 2000; CHAKI e VIJAYAMOHANAN, 2002). As SAM 
proporcionam um sistema flexível e simples que se adapta às 
propriedades de metais, óxidos metálicos e semicondutores 
(especialmente pela adsorção de alcanotióis sobre ouro) pelas quais é 
possível gerar superfícies bem definidas e com funcionalidades úteis e 
modificáveis na interface exposta. Desta forma, as SAM viabilizam 
interações com materiais biológicos ou não, sendo por isso usadas na 
modificação da superfície de eletrodos para construção de sensores e 
biossensores (LOVE et al., 2005). Além disso, são usadas pequenas 
quantidades de reagentes para estas modificações diminuindo custos e 
resíduos. 
 
1.2 MONOCAMADAS AUTO-ORGANIZADAS 
 
A formação de SAM faz parte das pesquisas das interações entre 
moléculas e superfícies, um dos aspectos mais estudados dentro das 
ciências de superfície. As SAM oferecem uma oportunidade única para 
aumentar a compreensão da auto-organização, relação estrutura-
propriedade e fenômeno interfacial. Os estudos utilizando SAM têm 
sido realizados em diversas áreas como a biologia celular e bioquímica 
(como suporte para adesão celular, interações ligante-receptor, entre 
outros); cristalografia e eletrônica molecular (substrato para crescimento 
de cristais e nanocristais, alinhamento de cristais líquidos, dentre 
outros); eletroquímica (prevenção de corrosão, litografia em escala 
nanométrica, sensores e biossensores). O que têm atraído tanto interesse 
é a possibilidade que essas moléculas apresentam de modificar as 
propriedades físicas e químicas de uma superfície. Estes sistemas podem 
possuir ordem desde escala nano até graus maiores de organização. As 
SAM são camadas moleculares formadas tipicamente a partir da 
exposição de uma superfície a moléculas com grupos funcionais que 
possuem forte afinidade por um determinado substrato usado como 
suporte (ouro, prata, platina, paládio). Essa organização é uma função 
com as interações químicas entre o substrato e o adsorbato, bem como 
os tipos e forças das interações intermoleculares (forças de van der 
Waals, por exemplo) entre os adsorbatos que são necessárias para 
assegurar a organização e também de interações intramoleculares como 
torções e estiramento de ligações. Dentre esses sistemas estão as 
organizações de trialquil-, tricloro- ou trialcoxisilanos sobre dióxido de 
silício hidratado, ácidos carboxílicos adsorvidos sobre óxido de 
alumínio e n-alcanotióis sobre superfícies metálicas. Esses compostos 
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possuem grupos ricos em elétrons (S, O, N) ligados à cadeia formada 
por n-alquilas que podem possuir um grupo funcional terminal. A 
afinidade entre as superfícies e os grupos ricos em elétrons, é bastante 
forte para formar ligações iônicas ou covalentes e favorecem interações 
laterais entre as moléculas adjacentes que mantém a organização do 
sistema. Assim, as SAM proporcionam um sistema conveniente, simples 
e flexível, envolvendo um grande número de substratos e adsorbatos, 
aumentando o número de suas aplicações (ALLARA, 1995; ULMAN, 
1996; SCHWARTZ, 2001; SMITH et al., 2004; LOVE et al, 2005). Na 
formação de SAM ocorre adsorção química espontânea e irreversível de 
somente uma camada de moléculas – dispersas em uma solução líquida 
ou fase gasosa – sobre o substrato. A estabilidade das monocamadas 
formadas é diretamente proporcional à intensidade das forças de ligação 
e interação. Os grupamentos alquílicos ficam inclinados (ângulo α) em 
relação à superfície do ouro (Figura 1) dentro dos limites geométricos 
que são impostos pela estrutura de cada tiol. Quando outros metais são 
usados como substrato, o ângulo α também varia (CARVALHAL, 2005; 
LOVE et al, 2005). 
 
 
Ainda que diversos substratos metálicos e alcanos 
funcionalizados tenham sido estudados (WINK et al., 1997; GOODING 
e HIBBERT, 1999; CHAKI e VIJAYAMOHANAN, 2002), os mais 
Figura 1- Representação esquemática da inclinação da cadeia alquílica de uma 
molécula de alcanotiól auto-oganizada sobre uma superfície de ouro  
(FERRETI et al., 2000). 
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empregados são os alcanotióis sobre as superfícies de ouro (Figura 2) 
(BOUBOUR e LENNOX, 2000; KONG et al., 2005; AGBOOLA et al., 
2007 e RAOOF et al., 2008). Os alcanotióis possuem em uma de suas 
extremidades um átomo de enxofre que se liga fortemente ao substrato, 
uma cadeia orgânica formada basicamente por grupos metilênicos e 
grupos funcionais terminais que podem ser modificados depois que a 
camada for disposta sobre a superfície metálica.  
 
 
Alcanotióis com grupos terminais –COOH e –NH2 (Figura 3), por 
exemplo, são sensíveis à variação de pH e permitem o controle da 
densidade de carga da superfície das SAM, conforme o pH da solução 
em que estas são mergulhadas (LINDGREN et al., 2001; 
CAMPUZANO et al., 2003). Além disso, com a possibilidade do uso de 
alcanotióis contendo diferentes grupos funcionais é possível o 
desenvolvimento de superfícies com funções e características 
específicas e com elevado nível de controle sobre sua arquitetura 
molecular, hidrofobicidade e reatividade (FREIRE et al., 2003; SMITH 
et al., 2004; LOVE et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
O ouro é um dos metais mais utilizados na formação dessas 
monocamadas porque é um metal inerte, de fácil obtenção e possui forte 
 
Superfície  de ouro
Átomos de enxofre
Cadeia carbônica
Grupo funcional terminal
Figura 2 - Monocamadas auto-organizadas sobre a superfície de ouro. 
Figura 3 – Alcanotióis com grupos terminais –NH2 e –COOH. 
Ácido 3-mercaptopropiônico
S
S
NH2NH2SH OH
O
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interação com o enxofre (suficiente para formar ligações covalentes), 
resultando em uma estrutura altamente ordenada e estável (YANG et al., 
1995; CHEN e LI, 2006; HAN e UOSAKI, 2008). 
No entanto, o fato de que estas camadas são limitadas por 
reagentes específicos (tióis, por exemplo) e muitas vezes restritas à 
superfícies metálicas são consideradas desvantagens das SAM 
(MATEMADOMBO e NYOKONG, 2007). Entre os fatores que 
influenciam a estrutura e propriedades das monocamadas sobre as 
superfícies metálicas está o processo de tratamento do eletrodo; a 
concentração e composição das moléculas, técnica de imobilização e 
solvente empregado (CHEN e LI, 2006). 
O pré-tratamento dos eletrodos metálicos pode ser feito 
utilizando-se métodos mecânico (polimento com alumina), químico 
(oxidação com solução H2O2/H2SO4 (1:3, v/v); KOH (0,5 mol L-1) + 
H2O2 (25%, v/v)) e eletroquímico (voltametria cíclica – varreduras no 
intervalo de 0 a 1700 mV em H2SO4 0,5 mol L-1; varreduras no intervalo 
de -200 a -1200 mV em KOH 0,5 mol L-1). Esta limpeza rigorosa deve 
ser realizada antes da formação das monocamadas para se obter uma 
superfície limpa, reativa e eliminar defeitos da superfície metálica 
(CARVALHAL et al., 2005; FISCHER et al., 2009). 
Usando soluções mais diluídas de tiol (concentração milimolar) 
obtêm-se monocamadas mais ordenadas. A imersão do eletrodo numa 
solução de tiol é talvez, a técnica mais empregada para a imobilização 
das monocamadas sobre a superfície de eletrodos. Todavia, o método de 
aplicação direta de uma concentração conhecida de tiol sobre o eletrodo 
demonstra semelhante eficiência (CHAKI e VIJAYAMOHANAN, 
2002; CHEN e LI, 2006). Após a exposição do substrato de ouro a uma 
solução ou fase gasosa do tiol, a ligação entre o ouro e o enxofre forma-
se rapidamente (SMITH et al., 2004). Como a magnitude das interações 
intermoleculares entre as cadeias laterais das moléculas de SAM sobre a 
superfície sólida está fortemente relacionada com a estabilidade das 
monocamadas, geralmente as monocamadas de cadeia longa são mais 
estáveis que aquelas de cadeia curta produzindo um alto grau de 
cobertura. Por outro lado, as SAM de cadeia curta apresentam mais 
defeitos, mas facilitam a transferência de elétrons nos sensores e 
biossensores (WEISSHAAR et al., 1993; MENDES et al., 2004).  
As propriedades eletroquímicas e estruturais das SAM sobre 
eletrodos metálicos podem ser também alteradas com a mudança de 
temperatura. SAM com grupos funcionais terminais apresentam diversas 
interações (estabilização das ligações de hidrogênio, repulsão 
eletrostática) que podem ser influenciadas pela temperatura. Com a 
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diminuição da temperatura diminui-se também a capacitância e a 
velocidade de transferência de elétrons entre os espécies redox e as 
SAM. Com o aumento da temperatura aumentam a capacitância e a 
corrente faradaica (NAKAMURA et al., 2002; CHEN e LI, 2006).  
Diversos solventes podem ser utilizados na formação de SAM, 
mas o etanol é, em geral, o mais utilizado. Isto acontece porque, além de 
possuir propriedades redutoras sobre a superfície de ouro oxidada, 
dissolve vários tiocompostos de diferentes tamanhos de cadeia e 
polaridade. Ainda apresenta pureza adequada, pouca toxicidade e baixo 
custo. A permeabilidade das SAM de alcanotióis sobre superfície 
metálica, a qual está relacionada às propriedades de barreira e 
capacitância interfacial, dependem do solvente usado no meio de 
adsorção. No entanto, devido à complexidade das interações moléculas-
superfícies, ainda são pouco compreendidos os efeitos da escolha do 
solvente sobre a cinética e o mecanismo de formação das SAM (CHAKI 
e VIJAYAMOHANAN, 2002; SUR e LAKSHMINARAYANAN, 
2004; CHEN e LI, 2006). 
As imperfeições nessas monocamadas podem ser causadas tanto 
por fatores como a limpeza ou método de preparação, mas também pelo 
fato de que estes sistemas auto-organizados são dinâmicos e possuem 
complexos comportamentos de fase (CARVALHAL, 2005). Diversos 
métodos (voltametria, impedância, microscopia, raio-X, espectroscopia 
no infravermelho) são utilizados para monitorar a qualidade das 
monocamadas (FREIRE, 2003). 
A imobilização de materiais biológicos sobre SAM é muito 
empregada, sobretudo pela sua versatilidade, simplicidade, tempo de 
resposta razoável, alta estabilidade e capacidade de produzir estruturas 
altamente ordenadas (DONG e LI, 1997; GOODING et al., 1999). 
Ligação covalente de uma proteína, por exemplo, a uma superfície 
reativa através de resíduos na superfície acessível, muitas vezes 
necessita de regioespecificidade e, portanto, a orientação correta da 
proteína imobilizada. A combinação das SAM de alcanotiolatos sobre o 
ouro é uma técnica que tem proporcionado controlar o caráter da 
interface, sendo assim muito utilizada na análise e controle da interação 
de sistemas biológicos com materiais sintéticos (ROBERTS et al., 1998; 
TINAZLI et al., 2005). A construção de biossensores a partir de SAM é 
importante no sentido de que estas podem fornecer um microambiente 
favorável para a atividade biocatalítica de enzimas, pois pode simular 
membranas que lembram ambientes biológicos originais tornando-se 
adequadas para a imobilização destas biomoléculas. Além disso, a 
quantidade do material biológico utilizado na montagem das 
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monocamadas é mínima, diminuindo assim custos com reagentes. Desta 
forma, diversos biossensores montados sobre superfícies sólidas, têm 
essas proteínas como componente chave na camada de reconhecimento 
interfacial (TLILI et al., 2008). 
As características apresentadas pelas SAM possibilitam 
interações quase específicas entre o material biológico e a superfície 
eletródica e devido a isso, o seu uso compreende estudos do contato 
elétrico direto entre eletrodos e proteínas redox, da interação de 
proteínas com superfícies metálicas e também na fabricação de 
imunossensores e biossensores enzimáticos (FERRETI, 2000). Além 
disso, pode ser observada uma redução na corrente relacionada à dupla 
camada elétrica e, consequentemente, um aumento na sensibilidade, 
proporcionando reprodutibilidade e robustez aos biossensores 
(CAMPUZANO, 2002). A estabilidade apresentada por estes sensores 
modificados com SAM possibilita a realização de um grande número de 
medidas (ALLARA, 1995).  
Contudo, existem certas limitações aos biossensores de SAM: as 
enzimas ficam mais sensíveis às mudanças de pH, temperatura e força 
iônica; alguns tióis são oxidados durante as investigações não sendo 
bons para a formação dessas monocamadas; as superfícies de SAM 
hidrofóbicas podem acumular diversos contaminantes que podem 
bloquear os sítios de reconhecimento do analito; campo elétrico 
induzido e dessorção térmica de monocamadas são prejudiciais para a 
aplicação dos biossensores (CHAKI e VIJAYAMOHANAN, 2002).  
Uma das técnicas mais utilizadas na imobilização de proteínas 
sobre SAM é pela reação dos grupos amino da cadeia lateral da lisina 
com SAM contendo grupos carboxílicos na sua extremidade após a 
ativação da carboxila por etildimetilaminopropilcarbodiimida (EDC) e 
N-hidroxisuccinamida (NHS) (FIORINI et al., 2001; GOODING et al., 
2001; DELVAUX e CHAMPAGNE, 2003; YUN et al, 2005; SU et al., 
2005; CUSMÀ et al., 2007).  
Do mesmo modo, é possível também imobilizar novos materiais 
funcionais sintéticos que imitam sistemas biológicos. Dispositivos que 
combinam esses materiais apresentam excelente biorreconhecimento 
podendo ser usados como sensores químicos com diversas 
funcionalidades tais como diagnóstico, monitoramento ambiental, entre 
outros. Em adição, estes materiais geralmente são menos sensíveis a 
mudanças de pH e temperatura, sendo mais vantajosos em alguns casos. 
Muitos complexos de metaloftalocianinas (com metais de transição – Fe, 
Co, Mn, Ni) foram imobilizados sobre eletrodos de ouro, 
principalmente, utilizando a técnica da automontagem com alcanotióis 
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devido às inúmeras vantagens associadas, variando da simplicidade de 
fabricação aos baixos limites de detecção. Esses complexos apresentam-
se como excelentes eletrocatalisadores para uso em sensores 
(OZOEMENA et al., 2002; OZOEMENA et al., 2008). 
 
1.3 BIOSSENSORES 
 
Biossensor é um dispositivo analítico que converte uma resposta 
biológica em um sinal elétrico (Figura 4). O material biológico utilizado 
pode ser uma enzima, anticorpo, tecido animal ou vegetal, célula, entre 
outros. Este material é imobilizado junto à superfície de um transdutor 
(dispositivo capaz de transformar um tipo de sinal em outro) e o sinal 
elétrico obtido é relacionado à concentração do analito (FATIBELLO-
FILHO e CAPELATO, 1992). 
 
 
 
Assim sendo, o substrato difunde-se para a superfície do 
biossensor onde estão imobilizadas as biomoléculas que catalisam a 
reação, formando os produtos ou consumindo co-substratos eletroativos 
(H2O2, CO2, O2) através de uma ou mais propriedades físico-químicas 
(transferência de elétrons, variação de massa, transferência de calor, 
liberação de gases ou íons, modificação de pH) que são detectadas e 
medidas pelo transdutor. A escolha do transdutor depende das 
propriedades do analito de interesse e do material biológico imobilizado. 
Nos biossensores, o transdutor pode ser eletroquímico (movimento de 
íons, difusão de espécies eletroativas), óptico (absorção ou emissão de 
radiação eletromagnética), piezoelétrico (alteração de massa e/ou 
Figura 4 – Componentes de um biossensor típico  (GRIESHABER et al., 2008). 
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microviscosidade) e térmico (mudança de temperatura) (FURTADO et 
al., 2008). Os biossensores eletroquímicos podem ser amperométricos 
(baseados na medida de corrente elétrica resultante de oxidação ou 
redução de espécies eletroativas); potenciométricos (baseados na 
diferença de potencial entre dois eletrodos, com corrente elétrica 
constante); condutimétricos (medidas de condutância resultante de 
produtos de reação catalítica) (THÉVENOT et al, 2001). 
A célula eletroquímica (Figura 5) onde as reações são 
processadas é constituída de um sistema de três eletrodos: um eletrodo 
de referência (Ag/AgCl ou calomelano saturado) colocado próximo ao 
eletrodo de trabalho para manter um potencial constante, um contra-
eletrodo ou auxiliar (geralmente platina ou outro material condutor e 
quimicamente estável) que estabelece uma conexão para a solução 
eletrolítica completando o circuito elétrico e o eletrodo de trabalho 
(biossensor – onde a reação de interesse ocorre) imersos numa mesma 
solução (GRIESHABER et al, 2008).  
 
 
O desenvolvimento de biossensores tem crescido constantemente 
devido às vantagens em relação a outros métodos tais como os 
cromatográficos. Com relação a esses métodos, apresenta simplicidade, 
economia, resposta rápida, possibilidade de automação e facilidade de 
operação. Com esses sensores é possível realizar diversos tipos de 
análises industriais (controle de processos de produção e avaliação da 
qualidade de alimentos e de fermentação), análises ambientais 
(monitoração de poluentes orgânicos, determinação de compostos 
tóxicos), análises bioquímicas, entre outros. 
Figura 5 - Célula eletroquímica contendo um biossensor, eletrodo de 
referência e eletrodo auxiliar. 
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Quando o material biológico usado na construção de um 
biossensor é uma enzima, este é denominado de biossensor enzimático. 
As enzimas não são somente catalisadores eficientes, mas também 
extremamente seletivos. Entre as enzimas mais usadas na construção de 
biossensores estão a glicose oxidase e a peroxidase. Nos sensores o 
reconhecimento do substrato pela enzima é seguido imediatamente pela 
conversão no correspondente produto, o qual pode ser detectado. Isto 
permite fazer uso da seletividade e especificidade únicas dessas 
biomoléculas para as espécies alvo. Assim, eles devem apresentar 
estabilidade nas condições de trabalho (pH, temperatura, 
armazenamento), resposta rápida, baixo limite de detecção, precisão e 
reprodutibilidade (SCHELLER et al., 1989; MARQUES e 
YAMANAKA, 2008). Os biossensores também podem ser baseados em 
vegetais como fonte enzimática. A função do extrato enzimático é de 
gerar ou consumir espécies eletroativas em uma relação estequiométrica 
com seu substrato ou analito alvo. Muitos extratos de frutos, legumes e 
verduras foram empregados com sucesso como fonte de peroxidase ou 
polifenol oxidase na construção e aplicação de biossensores. 
(FATIBELLO-FILHO et al., 2007). 
 
1.4 ENZIMAS 
 
Enzimas são proteínas sintetizadas em células vivas, catalisam 
reações termodinamicamente favoráveis e são capazes de agir também 
fora das células. Assim, a velocidade da reação catalisada é compatível 
com o processo bioquímico fundamental para a manutenção das células. 
As proteínas são moléculas compostas por aminoácidos unidos por 
ligações peptídicas (Figura 6). A proteína nativa é sustentada por 
interações hidrofóbicas, interações eletrostáticas, ligações de hidrogênio, 
ligações dissulfeto e forças de van der Waals. Existe também um grupo 
de moléculas de RNA que possuem atividade catalítica, as ribozimas, 
estas moléculas não são proteínas (CAMPBELL, 2000). 
As enzimas contêm um centro ativo (parte protéica) chamado de 
apoenzima e, em alguns casos um grupo não-protéico denominado 
coenzima (cofator). Os cofatores podem ser metais ou moléculas 
orgânicas complexas. Quando a enzima está ligada à sua coenzima e/ou 
íon metálico é então chamada de holoenzima (BERG et al., 2002). 
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As enzimas diminuem a barreira da energia de ativação das 
reações químicas (Figura 7) sem alterar a constante de equilíbrio 
(facilitam a formação do estado de transição). Como catalisadores, as 
enzimas atuam em pequenas concentrações e como não são consumidas 
na reação podem ser recuperadas. Visto que elas são proteínas, perdem 
suas propriedades catalíticas se submetidas a agentes como calor, 
solventes orgânicos, ácidos e bases fortes ou outros materiais que 
provoquem a sua desnaturação. As características mais intrínsecas das 
enzimas são a especificidade e poder catalítico (CONN e STUMPF, 
1986; LEHNINGER, 1986; BERG et al., 2002). 
 
 
Os componentes da reação enzimática são descritos a seguir: 
 
 
Figura 6 – Ligação peptídica. 
Figura 7 - Representação comparativa da energia de ativação de uma reação 
não enzimática e uma reação enzimática. 
E + S             ES                EP               E + P
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E, S e P representam a enzima, substrato e produto, respectivamente. ES 
representa o complexo enzima-substrato e EP o complexo enzima-
produto. 
Devido à sua estrutura tridimensional complexa, as enzimas 
possuem um alto grau de especificidade sendo esta uma importante 
característica das mesmas. Uma enzima seleciona uma substância para 
reagir devido à configuração da molécula protéica, da singularidade de 
seu sítio ativo (cavidade com forma tridimensional definida, constituída 
por grupos de aminoácidos) e da conformação estrutural da molécula do 
substrato. Assim, para ser reconhecida como substrato, uma molécula 
deve possuir forma apropriada para acomodar-se no sítio ativo e grupos 
químicos capazes de se ligar nos grupos R dos aminoácidos presentes. 
As enzimas aceleram as reações químicas específicas sem a formação de 
produtos secundários e funcionam em soluções aquosas em condições 
suaves de pH e temperatura (CONN e STUMPF, 1986; LEHNINGER, 
1986; BERG et al., 2002). 
Para que a catálise enzimática ocorra, o substrato deve ligar-se ao 
sítio ativo da enzima. Cada enzima tem seu próprio e único mecanismo 
de catálise. Têm sido elucidados vários fatores físicos e químicos 
relacionados à catálise enzimática, mas nem todos estão presentes 
simultaneamente e o fator de maior impacto varia de caso a caso. Dentre 
os fatores responsáveis pela catálise enzimática está a catálise do tipo 
covalente, ácido-base, ativação por metais, efeitos de proximidade e 
orientação, desestabilização do substrato e/ou enzima e o efeito de 
estabilização do estado de transição (BERG et al.; 2002; FERREIRA, 
2008). 
As enzimas são classificadas em seis principais grupos de acordo 
com as reações que catalisam: oxidorredutases (reações de transferência 
de elétrons); transferases (reações de transferência de grupos 
funcionais); hidrolases (reações de hidrólise – promovem a cisão de um 
material orgânico através do uso de água); liases (adição de grupos a 
duplas ligações ou o inverso – rompem ligações glicosídicas); 
isomerases (catalisam rearranjos intramoleculares – transferência de 
grupos dentro de moléculas produzindo formas isoméricas) e ligases 
(formação de ligações C-C, C-S, C-O e C-N por reações de condensação 
acopladas à clivagem de ATP) (CONN e STUMPF, 1986; 
LEHNINGER, 1986).  
Como o mecanismo celular dos sistemas vivos depende das 
enzimas, a fonte primária delas são os tecidos animais, vegetais e 
culturas de microorganismos. A produção de enzimas pode ser 
aumentada pela transferência das informações genéticas para um 
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microorganismo hospedeiro conhecido, por meio de técnicas de DNA 
recombinante. Esses microorganismos geneticamente modificados 
podem ser cultivados sob as melhores condições favorecendo a 
produção da enzima em grande escala (SHU et al., 2010). A ampla 
aplicação (indústria, agricultura, medicina, pesquisa) de enzimas 
possibilita que elas sejam usadas em diversos processos (tratamento de 
efluentes, biorremediação de solos, fabricação de cervejas, produção de 
detergentes, síntese orgânica, na indústria de aromas, fármacos, 
cosméticos e perfumaria) inclusive em métodos analíticos na construção 
de biossensores (HASAN et al., 2006).  
 
1.4.1 Peroxidase 
 
Peroxidase é uma enzima que pertence ao grupo das 
oxidorredutases. As enzimas pertencentes a este grupo estão 
relacionadas com as oxidações e reduções biológicas, e, 
consequentemente, com os processos fermentativos e respiratórios 
(CONN e STUMPF, 1986). Uma das aplicações desta enzima é na 
construção de biossensores e na síntese orgânica, imobilizada em 
diferentes matrizes. Está sendo muito utilizada também em estudos de 
biotecnologia associados a várias áreas de pesquisa. A peroxidase 
consegue manter uma resposta estável por longos períodos a 
temperatura ambiente e em um amplo intervalo de pH. Além disso, o 
seu custo é relativamente baixo e é encontrada comercialmente em 
diversos graus de pureza (MACIEL et al., 2007; ULIANA et al., 2008).  
Esta enzima é ainda encontrada em diversos vegetais 
especialmente frutos e legumes, e o seu extrato bruto, tecido ou fibra são 
usados como fonte enzimática na construção de biossensores onde as 
enzimas podem ser imobilizadas em diversos tipos de matrizes 
(FATIBELLO-FILHO e VIEIRA, 2002; LEITE et al., 2003; FELIX et 
al., 2006; KOZAN et al., 2007). Muitos biossensores a base de 
peroxidase foram desenvolvidos para a detecção de peróxido de 
hidrogênio, aminas aromáticas, fenóis, hidroperóxidos orgânicos, 
herbicidas (RUZGAS, 1996). 
Nos biossensores, a peroxidase é um eficiente biocatalisador 
participando na transferência de elétrons entre a enzima e o eletrodo. A 
Figura 8 demonstra um esquema ilustrativo de um biossensor contendo 
peroxidase para análise de um difenol. A peroxidase na presença de 
peróxido de hidrogênio catalisa a oxidação de um o-difenol em sua 
correspondente o-quinona e, posteriormente a quinona formada é 
reduzida eletroquimicamente na superfície do biossensor. 
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Peroxidases catalisam a oxidação de diversos compostos 
orgânicos e inorgânicos na presença de peróxidos e, também, uma 
variedade de reações de transferência de oxigênio (sulfoxidações, 
epoxidações, hidroxilações) a partir de um mecanismo complexo de 
reações. Muitas peroxidases são heme proteínas e contém ferro(III) 
protoporfirina IX como grupo prostético (Figura 9) e o seu ciclo 
catalítico (Figura 10) ocorre em três etapas: a forma férrica da enzima é 
oxidada pelo peróxido de hidrogênio ao chamado composto I, que é o 
radical oxiferril. Através da transferência de um elétron do substrato, o 
composto I é então reduzido à forma conhecida como composto II e 
retorna a sua fase inicial por uma nova transferência de elétron de uma 
molécula de substrato para a enzima. Sendo assim, as espécies fenólicas 
atuam como doadores de elétrons nessas reações enzimáticas. As 
enzimas imobilizadas no eletrodo podem ser oxidadas pelo peróxido de 
hidrogênio e então reduzidas por elétrons oriundos do eletrodo. 
(FERAPONTOVA, et al., 2001; REGALADO et al, 2004; VEITCH, 
2004; FATIBELLO-FILHO et al., 2007; ULIANA, 2008). 
 
 
 
 
 
Figura 8 – Biossensor contendo peroxidase para análise de um difenol. 
o-quinona
o-fenol
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Na Figura 10, o composto I é o composto oxidado intermediário 
ferro oxiferril e cátion radical π porfirínico [Fe4+=O, R+]; o substrato 
doador de elétron é representado pelo ácido ferúlico e o composto II é o 
composto oxidado intermediário [Fe4+=O]. 
 
Figura 9 –Protoporfirina, sítio ativo de muitas peroxidases. 
Composto I Composto II
Forma nativa
Figura 10 –  Ciclo catalítico da peroxidase (VEITCH, 2004). 
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1.5 IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS 
 
A habilidade das enzimas para catalisar reações fez delas 
indispensáveis para a ciência por décadas e consequentemente os 
métodos de imobilização são uma poderosa ferramenta para melhorar 
muitas propriedades enzimáticas. 
A imobilização de enzimas é um método que consiste em 
confinar ou ligar a enzima num determinado suporte mantendo sua ação 
catalítica. É muito utilizada quando se pretende obter um aumento da 
estabilidade e possibilidade de reutilização do sistema catalisador 
podendo minimizar ou até mesmo eliminar problemas encontrados com 
a aplicação de enzimas livres, tais como, facilidade de desnaturação, 
inativação pelo pH, temperatura ou solventes orgânicos (DALLA-
VECCHIA et al., 2004).  
Para permitir o uso contínuo dos biossensores, aumentar o sinal 
de resposta e especificidade é necessário a incorporação estável dos 
elementos de reconhecimento e, para isso, têm sido desenvolvidas várias 
técnicas de imobilização. A imobilização pode ser obtida por 
encapsulação (em matriz ou membrana), por adsorção física ou iônica e 
por ligação covalente (em suporte ou ligação cruzada entre a enzima e o 
suporte), sendo os métodos mais comuns a adsorção física, oclusão em 
gel, ligação covalente e ligação covalente cruzada (Figura 11) (DALLA-
VECCHIA et al., 2004; MATEO et al., 2007).  O método mais 
apropriado é escolhido de acordo com o transdutor utilizado e a 
aplicação que será realizada. 
A escolha adequada de um determinado suporte para a 
imobilização de enzimas é importante, visto que pode proporcionar a 
reutilização das enzimas, aumentar sua estabilidade, reduzir custos e, em 
alguns casos, aumentar a atividade enzimática. Por outro lado, uma 
escolha inadequada do suporte pode não somente afetar o tempo de vida 
da enzima como também o desempenho de todo o sistema. Nesse 
sentido, diversos tipos de reagentes e suportes têm sido investigados no 
processo de imobilização. Dentre os reagentes mais usados estão a 
carbodiimida, epicloridrina, glutaraldeído, triclorotriazina; dentre os 
suportes empregados estão quitina, quitosana, sílica e dextrana 
(OLIVEIRA e VIEIRA, 2006; GOMES et al., 2006). Recentemente,  
líquidos iônicos também estão sendo utilizados na imobilização de 
enzimas em sensores, mostrando boa compatibilidade e protegendo as 
biomoléculas (WEI e IVASKA, 2008). 
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Ainda que os métodos de imobilização anteriormente citados 
sejam os mais comumente empregados na construção de biossensores, 
podem produzir uma superfície altamente desorganizada, provocando 
mudanças conformacionais que afetam a capacidade funcional do 
componente bioativo. Assim, somente uma pequena quantidade de 
enzimas na superfície do sensor permanece ativa (CHAKI e 
VIJAYAMOHANAN, 2002). Diante disto, as SAM estão sendo muito 
utilizadas com objetivo de se obter estruturas mais organizadas e 
versáteis para a imobilização de enzimas na modificação de superfícies 
eletródicas para a fabricação de biossensores. 
 
1.6 MOLÉCULAS SINTÉTICAS FUNCIONAIS 
 
O desenvolvimento de moléculas sintéticas visa a obtenção de 
uma determinada funcionalidade ou propriedade como o 
reconhecimento molecular ou condutividade elétrica. Um dos aspectos 
interessantes para que o reconhecimento molecular (por exemplo) ocorra 
é a formação de ligações lábeis. Uma ligação que apresenta 
características ideais é a ligação coordenada metal-ligante, em que as 
ligações individuais podem se formar e quebrar, mais ou menos 
rapidamente, até o sistema alcançar a situação de menor energia 
(ARAKI e TOMA, 2002). Teoricamente, qualquer abordagem para 
imobilizar receptores funcionais ou reagentes de reconhecimento 
molecular sobre a superfície de um eletrodo irá funcionar. As 
abordagens incluem a ligação covalente, eletropolimerização, adsorção 
eletrostática, filmes Langmuir-Blodgett e SAM de tióis ancorados sobre 
ouro (UMEZAWA e AOKI, 2004). 
Devido às características favoráveis dos compostos de 
coordenação, a química de coordenação tem se destacado bastante nos 
últimos anos. Dentre estas características estão a ocorrência de diversas 
geometrias e números de coordenação, possibilidade de se obter 
Figura 11 – Métodos de imobilização de enzimas. 
Enzimas encapsuladas Enzimas ligadas
Matriz polimérica Microcápsula Ligação 
covalente
Ligação covalente 
cruzada
Adsorção 
física
Adsorção 
iônica
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supermoléculas por meio de reações de automontagem juntamente com 
as propriedades redox e catalíticas, dentre outras (ARAKI e TOMA, 
2002). O estudo de compostos modelo contribui significativamente na 
compreensão do papel dos metais de transição nos sítios ativos das 
enzimas e da relação estrutura/função (NEVES et al., 2003). 
Muitos complexos modelos de metaloenzimas têm sido 
sintetizados apresentando diversas atividades funcionais. Estes 
compostos podem ser usados na construção de sensores altamente 
sensíveis e estáveis empregados no monitoramento e detecção de uma 
diversidade de analitos. Um exemplo é o trabalho de Peralta et al., 2006, 
que sintetizou um complexo modelo de catecol oxidase (enzima que 
contém cobre dinuclear). Com base nos experimentos cinéticos 
verificaram que o composto apresentou boa atividade catalítica. Além 
disso, o complexo também apresentou a propriedade de clivagem do 
DNA. Este material foi utilizado na construção de um sensor 
biomimético, no qual o complexo foi imobilizado sobre um eletrodo de 
ouro com um filme de quitosana e utilizado para determinação de 
dopamina em formulações farmacêuticas (FERNANDES et al., 2010). 
Do mesmo modo, complexos metálicos eletroativos, cromofóricos e 
fluorescentes integrados a um eletrodo de ouro através de SAM têm sido 
amplamente utilizados como modelos de moléculas funcionais para o 
desenvolvimento da química, eletroquímica, bioquímica e dispositivos 
eletrônicos devido à sua reatividade química (HAYASHI et al., 2003; 
EBERSPACHER et al., 2003; ZAGAL et al., 2010). 
 
1.7 TÉCNICAS ELETROANALÍTICAS 
 
As técnicas eletroanalíticas têm assumido um importante lugar na 
identificação e quantificação de moléculas e substâncias de interesse em 
diferentes áreas de estudo. Estas técnicas permitem a formação de 
relações diretas entre a concentração do analito e propriedades elétricas 
como a condutividade, corrente, potencial, resistência ou carga. Além 
disso, os materiais e instrumentação utilizados geralmente têm menor 
custo que as técnicas espectroscópicas e cromatográficas e o tempo 
gasto na realização das análises também é menor. Quando a reação 
eletroquímica é particularmente seletiva, é possível também a 
determinação do analito diretamente na matriz com a presença de 
potenciais interferentes. Estas vantagens fizeram com que elas sejam 
cada vez mais utilizadas e sua importância levou ao desenvolvimento de 
técnicas mais sensíveis para as espécies em estudo (SMYTH, 1992; 
SOUZA et al., 2003). Diversas técnicas são utilizadas nos estudos 
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eletroanalíticos para a avaliação de biossensores e dentre as mais usadas 
ultimamente estão a voltametria cíclica, voltametria de pulso diferencial, 
voltametria de onda quadrada, cronoamperometria e impedância 
eletroquímica. Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizada a 
técnica de voltametria de onda quadrada, a qual será discutida a seguir.  
 
1.7.1  Voltametria de Onda Quadrada 
 
Esta é uma técnica de pulso que oferece vantagens como maior 
intensidade de sinal, melhor resolução do pico, medidas mais rápidas e 
maior sensibilidade, podendo seu limite de detecção ser comparado ao 
de técnicas cromatográficas e espectroscópicas. 
Também a corrente faradaica pode ser coletada num intervalo de 
tempo adequado para diminuir a contribuição da corrente capacitiva. A 
análise de seus parâmetros característicos permite ainda, a avaliação 
mecanística e cinética dos processos eletródicos (SOUZA et al., 2003). 
Nesta técnica, ocorre um pulso direto e um pulso inverso. No 
primeiro é produzida uma corrente catódica i1 e no segundo uma 
corrente anódica i2. A forma da curva de corrente vs potencial é 
proveniente da aplicação de potenciais de altura ∆Es (amplitude do pulso 
de potencial), que varia de acordo com uma escada de potencial de 
largura Es (incremento) e período τ (duração do pulso). O perfil da 
variação de potencial está representado na Figura 12 e consiste na 
superposição de uma onda quadrada a uma função rampa escalonada em 
degraus. Durante cada pulso catódico, o analito se reduz na superfície do 
eletrodo, e durante o pulso anódico, o analito reduzido volta a se oxidar. 
No ponto 1, os elétrons fluem do eletrodo para o analito, e no ponto 2 na 
direção inversa. As correntes são medidas ao final dos pulsos diretos e 
reversos e o sinal é obtido como uma intensidade da corrente resultante 
(∆i) de forma diferencial (Figura 13), ou seja, como as duas correntes 
têm sinais opostos, sua diferença é maior que qualquer uma das 
correntes em separado. Os limites de detecção para esta técnica 
voltamétrica são da ordem de 10-7 a 10-8 mol L-1(SKOOG et al., 2002; 
SOUZA et al., 2003; HARRIS, 2005). 
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Figura 12 – Forma de aplicação do potencial na voltametria de onda quadrada 
Figura 13 – Voltamogramas de onda quadrada (1) processo redox de um 
sistema reversível e (2) processo redox de um sistema irreversível  
(SOUZA et al., 2003). 
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1.8 OBJETIVOS 
 
Este trabalho tem por objetivo construir novos sensores a partir 
da modificação da superfície de eletrodos de ouro com camadas auto-
organizadas de tióis combinada ao uso de biomoléculas provenientes de 
extratos vegetais e de moléculas sintéticas funcionais. Os sensores 
obtidos serão utilizados para determinação de dopamina, tiodicarbe e 
catequina em amostras de interesse farmacêutico e alimentício. 
 
1.8.1  Objetivos Específicos 
 
1.8.1.1.  Biossensores contendo peroxidase imobilizada sobre SAM 
de L-cisteína 
 
- Obter extratos de brotos de feijão (Vigna radiata) e de alfafa 
(Medicago sativa) para utilização como fonte enzimática. 
- Determinar a atividade da peroxidase por método 
espectrofotométrico. 
- Construir os biossensores utilizando monocamadas auto-
organizadas de L-cisteína e enzima peroxidase sobre a superfície de 
eletrodos de ouro. 
- Avaliar e otimizar as respostas dos biossensores propostos 
utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada. 
- Aplicar os biossensores na determinação de dopamina em 
fármacos e tiodicarbe em frutas e legumes. 
- Comparar os resultados obtidos utilizando os biossensores e os 
métodos oficiais. 
 
1.8.1.2.  Sensor contendo complexo de níquel (II) imobilizado sobre 
SAM de ácido 3-mercaptopropiônico 
 
- Utilizar um complexo de níquel (II) como molécula funcional 
eletrocatalítica na construção de um sensor usando monocamadas auto-
organizadas de ácido 3-mercaptopropiônico. 
- Avaliar e otimizar as respostas do sensor  utilizando a técnica de 
voltametria de onda quadrada. 
- Aplicar o sensor na determinação de catequina em chá verde. 
- Comparar os resultados obtidos usando o sensor proposto e o 
método comparativo. 
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CAPÍTULO 1  BIOSSENSOR CONTENDO PEROXIDASE 
IMOBILIZADA EM MONOCAMADA AUTO-ORGANIZADA DE 
L-CISTEÍNA PARA DETERMINAÇÃO DE DOPAMINA 
 
2.1  RESUMO  
 
Neste trabalho, a enzima peroxidase de broto de feijão (Vigna 
radiata) foi imobilizada sobre um eletrodo de ouro modificado com 
monocamadas auto-organizadas de L-cisteína (Au-SAM-broto de feijão) 
e aplicado na determinação de dopamina em fármacos. A voltametria de 
onda quadrada foi a técnica utilizada na otimização do biossensor e 
quantificação dessa substância. Na superfície do biossensor, a 
peroxidase, na presença de peróxido de hidrogênio, catalisou a oxidação 
de dopamina à sua correspondente o-quinona. Esta, por sua vez, foi 
eletroquimicamente reduzida à dopamina em potencial de +0,15 V vs 
Ag/AgCl. O desempenho do sensor foi avaliado e a maior resposta foi 
obtida usando solução tampão fosfato 0,1 mol L-1(pH 6,0); solução de 
peróxido de hidrogênio 6,0x10-5 mol L-1; frequência de 100 Hz; 
amplitude de pulso de 80 mV e incremento de 4,0 mV. A curva analítica 
foi linear para concentrações de dopamina de 9,91x10-6 a 2,21x10-4 mol 
L-1 com limite de detecção de 4,78x10-7 mol L-1 e limite de 
quantificação de 1,60x10-6 mol L-1. A recuperação de dopamina variou 
de 98,0 a 111,8% e o desvio padrão relativo foi de 3,1 % para uma 
solução 1,30x10-5 mol L-1 de dopamina (n=6). O tempo de vida deste 
biossensor foi de 15 dias (300 determinações). Os resultados obtidos na 
determinação de dopamina em farmácos com o eletrodo Au-SAM-broto 
de feijão proposto estão de acordo com aqueles obtidos com o método 
espectrofotométrico em um nível de 95%. 
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2.2  INTRODUÇÃO 
 
Os biossensores que utilizam componentes biológicos juntamente 
com as SAM têm demonstrado alta seletividade e sensibilidade 
apresentando potencial para aplicação em análises alimentícias, clínicas 
e ambientais (ROSSATO et al., 2001; CHAKI e VIJAYAMOHANAN, 
2002; FREIRE et al., 2003). Um dos materiais biológicos mais usados 
na construção desses biossensores é a enzima peroxidase 
(BOGDANOSKAYA e TARASEVICH, 1996; GASPAR et al., 2000, 
ALPEEVA et al., 2005; YU et al., 2007; MAZZEI et al., 2007) a qual 
também foi usada neste trabalho para a determinação de dopamina. 
A dopamina (Figura 14) é uma catecolamina extensivamente 
estudada e tem atraído muita atenção dos pesquisadores por ser um 
importante neurotransmissor químico envolvido na transmissão de sinais 
de um neurônio para outro através das sinapses (KUMAR et al., 2008), 
portanto, sua determinação é de grande importância. Os baixos níveis de 
dopamina estão relacionados com distúrbios neurológicos, como 
esquizofrenia, epilepsia, doença de Parkinson e infecção pelo HIV (LI et 
al., 2006; WANG et al., 2007). A dopamina é utilizada para o 
tratamento de diversos tipos de choques e da hipotensão grave após 
infarto agudo do miocárdio, dilatando os vasos sanguíneos renais e 
aumentando desta forma o fluxo de sangue (RANG e DALE, 1993). No 
Brasil, geralmente é comercializada em forma de ampolas contendo 5 
mg mL-1 de dopamina. 
 
 
Dentre os métodos mais empregados para a determinação de 
dopamina estão os cromatográficos (CARRERA et al., 2007; 
YOSHITAKE et al., 2007), espectrofotométricos (NAGARAJA et al., 
1998; NAGARAJA et al., 2001) e os eletroquímicos. Estes últimos têm 
apresentado muitas vantagens na determinação de catecolaminas, sendo 
desenvolvidos vários tipos de sensores e biossensores com esta 
finalidade (LIU et al., 2004; ZHANG et al., 2005; FELIX et al., 2006; 
ZUCOLOTTO et al., 2006; MATHIVASARU et al., 2007). 
HO
HO
NH2
Figura 14 – Estrutura da dopamina 
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Vários sensores modificados para a determinação de dopamina 
são relatados na literatura. Codognoto et al. (2007) descreveram sobre a 
determinação desta catecolamina em formulações farmacêuticas usando 
um eletrodo de ouro modificado com SAM do ácido 3,3-
ditiodipropiônico. As concentrações determinadas nas amostras 
variaram entre 4,74 e 4,85 mg mL-1 de dopamina e a precisão 
encontrada foi de 1,8%. O comportamento voltamétrico deste analito foi 
investigado por Liu et al. (2004) num eletrodo modificado com SAM de 
N-acetilcisteína. Um par de picos redox bem definido foi obtido e a 
corrente de pico de oxidação aumentou linearmente com a concentração 
no intervalo de 1,0x10-6 a 2,0x10-4 mol L-1. Em adição, vários eletrodos 
modificados que empregaram diferentes técnicas tais como 
eletroquímica, ligação covalente, Langmuir-Blodgett e layer-by-layer 
foram desenvolvidos com sucesso para a determinação deste composto 
(ZEN e CHEN, 1997; KATO et al., 2005, SHERVEDANI et al., 2006, 
ZUCOLOTTO et al., 2006, MANJUNATHA et al., 2010). 
Neste trabalho, a L-cisteína foi usada para formar SAM versáteis 
e fortemente ligadas à superfície do eletrodo de ouro através do grupo 
mercapto. O grupo carboxila de L-cisteína tornou possível imobilizar a 
peroxidase de broto de feijão através da ativação deste grupo com 
cianamida e reticulação dos grupos amino da enzima com o 
glutaraldeído. As condições experimentais para o melhor desempenho 
analítico do eletrodo enzimático foram otimizadas para detecção de 
dopamina em formulações farmacêuticas. 
 
2.3  PARTE EXPERIMENTAL 
 
2.3.1  Reagentes e Soluções 
 
Todos os reagentes utilizados foram de grau analítico, obtidos 
comercialmente e todas as soluções foram preparadas com água 
deionizada. A L-cisteína, cianamida, glutaraldeído 25% (m/v), guaiacol, 
peróxido de hidrogênio 30% (m/v), ácido sulfúrico, álcool etílico e 
dopamina foram adquiridos da Sigma. A suspensão aquosa de alumina 
(0,3 e 0,05 µm) foi obtida da Aratec. Fosfato de sódio monobásico e 
dibásico foram adquiridos da Synth e ácido acético da Merck. Foram 
utilizados hidróxido de sódio e acetato de sódio da marca F. Maia e 
ácido fosfórico da Nuclear. As amostras de Revimine® (ampolas 
contendo 5,0 mg mL-1 de dopamina) foram doadas pela farmácia do 
Hospital Universitário Polydoro Ernani de São Thiago. Os brotos de 
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feijão (Vigna radiata) foram adquiridos em um mercado de 
Florianópolis.  
As soluções 0,1 mol L-1 de tampão fosfato foram preparadas 
dissolvendo-se 11,998 g de monohidrogenofosfato de sódio e 14,196 g 
de hidrogenofosfato de sódio em um béquer com água destilada. Esta 
solução foi transferida para um balão volumétrico de 1,0 L no qual foi 
completado o volume. Para o ajuste dos pH 7,0 e 8,0 foram adicionadas 
gotas de solução 2,0 mol L-1 de hidróxido de sódio e para o ajuste do pH 
6,0 foram adicionadas gotas de ácido fosfórico concentrado.  
A solução 0,1 mol L-1 de tampão acetato foi preparada 
dissolvendo-se 8,2 g de acetato de sódio em um béquer contendo água 
destilada e adicionados 5,7 mL de ácido acético concentrado. Em 
seguida, a solução foi transferida para um balão volumétrico de 1,0 L e 
o volume completado com água destilada. Para o ajuste do pH 5,0 foram 
adicionadas gotas de solução 2,0 mol L-1 de hidróxido de sódio.  
Foi preparada uma solução alcoólica 1,0x10-3 mol L-1 de L-
cisteína dissolvendo-se 1,7 mg desta substância em álcool etílico e 
completando-se o volume em um balão volumétrico de 10,0 mL. 
A solução 0,36 mol L-1 de cianamida foi preparada dissolvendo-
se 150,0 mg deste reagente em solução tampão fosfato (0,1 mol L-1; pH 
7,0) em um balão volumétrico de 10,0 mL. 
A solução 5,0x10-3 mol L-1 de dopamina foi obtida dissolvendo-
se 9,5 mg desta substância com solução tampão fosfato pH 7,0 em um 
balão volumétrico de 10,0 mL.  
A solução de glutaraldeído 2,5% (v/v) foi preparada transferindo-
se 1,0 mL de glutaraldeído 25% para um balão volumétrico de 10,0 mL 
e completando-se o volume com água deionizada. 
A solução “piranha” (H2SO4 concentrado/H2O2 30% (3:1, v/v)) 
foi preparada transferindo-se 6,0 mL de ácido sulfúrico para um béquer 
seguido da adição gota a gota de 2,0 mL de peróxido de hidrogênio.  
Para o preparo da solução 0,05 mol L-1 de guaiacol diluiu-se 140 
µL deste reagente em tampão fosfato (pH 7,0) em um balão volumétrico 
de 25,0 mL. 
A solução estoque 9,80x10-2 mol L-1 de peróxido de hidrogênio 
foi preparada utilizando-se 1,0 mL desta substância concentrada e 
completando-se o volume de 100,0 mL em um balão volumétrico com 
tampão fosfato (pH 7,0). A solução de trabalho (9,80x10-3 mol L-1) foi 
preparada diariamente a partir da diluição de uma alíquota de 1,0 mL da 
solução estoque em balão volumétrico de 10,0 mL com tampão fosfato 
pH 7,0. 
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2.3.2  Instrumentação 
 
As pesagens foram realizadas em uma balança analítica da marca 
Shimadzu, modelo AY320, com quatro casas decimais. 
As soluções tiveram seus valores de pH ajustados com o auxílio 
de um pH-metro Micronal modelo B474.  
Foram utilizadas pipetas automáticas de volume variável das 
marcas LabMate e Digipet. 
Um aparelho de ultrassom modelo UltraCleaner 1400A da marca 
Unique, frequência 55 KHz foi utilizado para a limpeza do eletrodo. 
Para a obtenção do extrato enzimático homogeneizou-se o vegetal 
em um liquidificador Black & Decker modelo IB 900. O extrato foi 
filtrado em um filtro da marca Sartorius acoplado a uma bomba de 
vácuo da marca Tecnal, modelo TE-0581. 
As medidas espectrofotométricas para a determinação da 
atividade da enzima peroxidase foram realizadas em um 
espectrofotômetro modelo B572 da marca Micronal. Foi usada uma 
cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho óptico para efetuar as medidas. 
A determinação de dopamina pelo método comparativo foi 
efetuada em um espectrofotômetro UV-vis Hewlett-Packard (Boise, ID, 
USA), modelo 8452A, com cubeta de quartzo de 1,00 cm de caminho 
óptico.  
Um agitador magnético modelo HI 190 M da marca Hanna foi 
utilizado para a homogeneização das soluções. 
As medidas voltamétricas foram realizadas em um 
potenciostato/galvanostato PGSTAT 12 da marca Autolab® (Eco 
Chemie) acoplado a um microcomputador e controlado pelo software 
GPES (versão 4.9.006, Eco Chemie). Para tais medidas foi empregada 
uma cela eletroquímica de vidro, sem compartimento divisório, com 
capacidade para 40,0 mL e tampa de Teflon® contendo orifícios 
circulares para o encaixe dos eletrodos e adição das soluções. 
O biossensor construído a partir da modificação química de um 
eletrodo de ouro com 2,0 mm de diâmetro foi usado como eletrodo de 
trabalho. O contra-eletrodo utilizado foi uma placa de platina com 0,5 
cm x 1,0 cm e um eletrodo de referência de prata/cloreto de prata 
(Ag/AgCl) com solução interna de KCl 3,0 mol L-1. As medidas foram 
executadas em temperatura ambiente e sem deaeração. 
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2.3.3  Obtenção da Peroxidase de Vegetal 
 
A enzima peroxidase foi obtida dos brotos de feijão de acordo 
com o seguinte procedimento: 25,0 g do vegetal lavado e seco foram 
homogeneizados em um liquidificador com 100 mL de solução 0,1 mol 
L-1 de tampão fosfato (pH 7,0) durante 1 minuto. Em seguida, o 
homogenato obtido foi filtrado em um filtro conectado a uma bomba de 
vácuo. A solução sobrenadante foi armazenada em um frasco âmbar em 
refrigerador a 4 °C e utilizada como fonte da enzima peroxidase para a 
construção do biossensor (VIEIRA et al., 1999; LEITE et al., 2003). 
 
2.3.4  Determinação da Atividade Enzimática 
 
A atividade da peroxidase obtida do broto de feijão foi 
determinada em triplicata medindo-se a absorbância em 470 nm do 
tetraguaiacol (produto da oxidação do guaiacol). Esta medida foi 
realizada utilizando soluções preparadas em tampão fosfato (0,1 mol L-1; 
pH 7,0): 2,7 mL de solução 0,05 mol L-1 de guaiacol, 0,2 mL de solução 
da enzima e 0,1 mL de solução 9,8x10-3 mol L-1 de peróxido de 
hidrogênio. Uma unidade de peroxidase foi definida como a quantidade 
de enzima suficiente para produzir 0,001 unidade de absorbância por 
minuto. Os experimentos controle (brancos) foram realizados usando o 
mesmo procedimento com ausência da peroxidase (VIEIRA e 
FATIBELLO-FILHO, 1998; VIEIRA et al., 1999).  
 
2.3.5  Pré-tratamento da Superfície do Eletrodo de Ouro 
 
A limpeza da superfície dos eletrodos de ouro é uma etapa 
importante, pois exerce grande influência na qualidade da formação das 
monocamadas auto-organizadas. Assim sendo, utilizou-se três diferentes 
procedimentos de limpeza: polimento mecânico, tratamento químico e 
limpeza eletroquímica. 
Inicialmente as superfícies dos eletrodos foram polidas com uma 
suspensão aquosa de alumina 0,3 e 0,05 µm sobre uma flanela até 
adquirirem aspecto espelhado e, então, foram lavadas com água 
deionizada. Em seguida, foram colocados em um banho ultrassônico 
(em água e depois em etanol) durante 1 min cada, para remover 
partículas residuais de alumina da superfície eletródica. Após esta 
limpeza mecânica, os eletrodos foram submetidos a um tratamento 
químico através da imersão dos mesmos em uma solução piranha por 
um período de 10 minutos seguido da lavagem com água deionizada. 
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Finalmente, foram limpos eletroquimicamente em uma solução de ácido 
sulfúrico 0,5 mol L-1 aplicando-se varreduras sucessivas entre a janela 
eletroquímica (0,0 V a 1,7 V vs Ag/AgCl) em 100 mV s-1 até que os 
voltamogramas cíclicos característicos para um eletrodo de ouro limpo 
foram observados (CARVALHAL et al., 2005). 
 
2.3.6  Construção do Biossensor 
 
Após o pré-tratamento da superfície do eletrodo de ouro, este foi 
deixado em etanol absoluto por aproximadamente 15 min e, em seguida, 
imerso em uma solução etanólica 1,0x10-3 mol L-1 de L-cisteína durante 
1 hora. O eletrodo modificado foi então retirado da solução do tiol, 
lavado com álcool etílico absoluto a fim de remover as moléculas 
fisicamente adsorvidas e seco à temperatura ambiente. Após a formação 
das SAM de L-cisteína, a superfície modificada foi mergulhada em uma 
solução 0,36 mol L-1 de cianamida por 1 h. Após este período, o sensor 
foi seco à temperatura ambiente e 30,0 unidades mL-1 de peroxidase do 
broto de feijão foram depositadas sobre a sua superfície. Para manter a 
enzima covalentemente ligada, o eletrodo foi introduzido por 1 h em 
uma solução de glutaraldeído 2,5% (v/v) e seco à temperatura ambiente. 
O biossensor construído foi armazenado em temperatura ambiente 
quando não usado. 
 
2.3.7  Medidas Eletroquímicas 
 
As medidas de voltametria de onda quadrada foram realizadas 
pela aplicação de potenciais no intervalo de +0,7 a -0,8 V vs Ag/AgCl 
(KCl 3,0 mol L-1) em uma cela eletroquímica contendo 15 mL de 
solução tampão fosfato (0,1 mol L-1; pH 6,0) e 6,0x10−5 mol L−1 de 
peróxido de hidrogênio. Alíquotas de solução padrão de dopamina ou 
solução das amostras foram transferidas para a cela através de 
micropipeta e, após um tempo de agitação de 60 segundos para a 
homogeneização da solução, os voltamogramas foram registrados com 
auxílio de um microcomputador. A fim de otimizar o método proposto, 
foram estudados os parâmetros de voltametria de onda quadrada: 
frequência (10–120 Hz), amplitude de pulso (10–120 mV) e incremento 
(0,5–5,0 mV). Após a otimização desses parâmetros, foi construída uma 
curva analítica e realizados os estudos de recuperação e determinação de 
dopamina em amostras farmacêuticas usando o método de adição de 
padrão. 
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2.3.8  Método Comparativo para Determinação de Dopamina 
 
A técnica de espectrofotometria de absorção na região do 
ultravioleta foi utilizada como método comparativo para a determinação 
de dopamina (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 1977) em comprimento 
de onda de 280 nm. Foi construída uma curva analítica a partir da 
concentração de dopamina em função da absorbância, a qual foi 
utilizada para quantificação deste composto (método do padrão externo). 
 
2.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
2.4.1 Obtenção e Determinação da Atividade da Peroxidase 
 
Para o desenvolvimento deste trabalho, brotos de feijão foram 
selecionados como fonte de peroxidase por apresentarem maior 
atividade enzimática quando comparados com outros vegetais estudados 
(VIEIRA et al., 2003; FERNADES et al., 2007), baixo custo, fácil 
aquisição e por ser um vegetal ainda não utilizado como fonte desta 
enzima na construção de biossensores. O extrato obtido do broto de 
feijão foi submetido à análise espectrofotométrica para avaliação de sua 
atividade. Na reação enzimática, o peróxido de hidrogênio é reduzido, 
enquanto um doador de elétrons é oxidado. Para isso foi utilizado um 
comprimento de onda de 470 nm para acompanhar o tetraguaiacol, 
produto formado a partir da reação do guaiacol com a peroxidase na 
presença de peróxido de hidrogênio (Figura 15). Na Figura 16 pode ser 
observado o gráfico da absorbância vs tempo a partir do qual a atividade 
pode ser determinada usando a parte linear do gráfico. Desta forma, os 
valores obtidos foram substituídos na Equação 1 e calculada a atividade 
da enzima. 
 
61 
 
 
 
  Atividade = ∆Abs x 1000   Equação (1) 
    ∆t x V 
 
O O
O O
O O CH3CH3
O O CH3CH3
OH
OCH3
+ +4 H 2O2 8 H 2O4
peroxidase
Figura 15 - Reação entre guaiacol e peróxido de hidrogênio, catalisada pela 
peroxidase. 
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Figura 16 – Determinação da atividade da peroxidase. 
62 
 
 
 
Onde: 
Atividade da enzima = unidades mL-1 
∆Abs = Variação da absorbância (470 nm) 
V = Volume do extrato (mL) 
∆t = Variação do tempo (s) 
 
  Atividade = (0,743-0,332) x 1000  
             [(30-10)/60] x 0,2 
 
  Atividade = 6.227,27 unidades mL-1 
 
 
2.4.2 Otimização da Construção do Eletrodo Au-SAM-Broto de 
Feijão. 
 
Foi realizada uma avaliação do efeito da concentração das 
substâncias empregadas na construção do biossensor proposto. Assim, 
foi investigada a concentração de L-cisteína (1,0x10-4 a 1,0x10-2 mol L-
1), a concentração de cianamida (0,12 a 1,12 mol L−1), unidades de 
enzima (10,0 a 50,0 unidades mL−1) e concentração do glutaraldeído 
(0,25 a 2,5%, v/v) para se obter a maior resposta analítica do biossensor. 
Para isso foram utilizadas soluções 1,30x10-4 mol L-1 de dopamina e 
6,0x10-5 mol L-1 peróxido de hidrogênio preparadas em solução tampão 
fosfato (0,1 mol L-1; pH 7,0). 
O efeito da concentração de L-cisteína na faixa de 1,0x10−4 a 
1,0x10−2 mol L−1 mostrou que o maior pico de corrente foi observado 
usando um eletrodo modificado com 1,0x10-3 mol L-1 de L-cisteína e, 
assim sendo, esta concentração foi usada nas demais construções dos 
eletrodos. 
A cianamida foi utilizada para ligar a enzima ao grupo 
carboxílico da L-cisteína. Então, o efeito da concentração variando de 
0,12 a 1,12 mol L-1 sobre a resposta do eletrodo foi investigado. O 
eletrodo contendo 0,35 mol L-1 de cianamida apresentou maior resposta 
e foi usado na construção dos demais eletrodos. 
O efeito da concentração da enzima de 10,0 a 50,0 unidades mL-1 
sobre a resposta do biossensor foi também investigado. A maior resposta 
foi obtida em concentração de 30,0 unidades mL-1, e, subsequentemente, 
esta concentração foi usada no estudo. A parte final da construção do 
biossensor foi a fixação da enzima, onde glutaraldeído foi usado como 
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reticulante. As soluções de glutaraldeído nas porcentagens de 0,25 a 
2,5% (v/v) foram investigadas e o maior sinal analítico foi obtido com 
uma reticulação usando 2,5% (v/v) e esta concentração foi usada na 
construção dos eletrodos posteriores. A Tabela 1 mostra todos os 
parâmetros investigados e os valores ótimos encontrados na otimização 
da construção do eletrodo Au-SAM-broto de feijão. 
 
 
Tabela 1 – Otimização da construção do eletrodo Au-SAM-broto de feijão 
Parâmetro Faixa estudada Maior resposta 
L-cisteína (mol L-1) 1,0x10-2 – 1,0x10-4 1,0x10-3 
Cianamida (mol L-1) 0,12 – 1,12 0,35 
Peroxidase (unidades mL-1) 10,0 – 50,0 30,0 
Glutaraldeído (%, v/v) 0,25 – 2,50 2,50 
 
 
2.4.3 Modificação da Superfície do Eletrodo de Ouro e Compor-
tamento Eletroquímico da Dopamina. 
 
Geralmente, em um biossensor, a taxa de transferência de elétrons 
é dependente da distância entre os centros redox que estão envolvidos 
no processo. Devido ao fato de que, em geral, o centro redox das 
enzimas encontra-se no interior da molécula da proteína, a distância para 
a transferência de elétrons é frequentemente considerável e, 
consequentemente, a velocidade desta transferência é lenta. Portanto, a 
fim de encurtar esta distância, uma orientação adequada da enzima sobre 
o eletrodo é necessária (GASPAR et al., 2001). Na formação de SAM 
sobre a superfície de um eletrodo de ouro, uma cadeia alquila curta de 
um alcanotiól, geralmente não superior a três átomos de carbono, pode 
ser utilizada para fixar o centro redox da enzima, o mais próximo 
possível da base metálica e assim facilitar a transferência de elétrons 
(MENDES et al., 2004). Desta forma, para a construção do biossensor 
baseado em peroxidase de broto de feijão foi utilizada SAM de L-
cisteína. O grupo tiol da L-cisteína permitiu a montagem de uma 
monocamada sobre um eletrodo de ouro através da forte interação entre 
o enxofre e o ouro. Neste trabalho, o grupo carboxílico terminal da L-
cisteína foi usado para imobilizar a peroxidase, devido a sua reatividade 
com certos grupos químicos desta biomolécula. Para imobilizar a 
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enzima covalentemente sobre a superfície do eletrodo Au-SAM, os 
grupos amino da peroxidase foram acoplados aos grupos acídicos 
ativados da L-cisteína, através da formação de amidas, utilizando uma 
solução de cianamida. Com o objetivo de se obter uma imobilização 
mais eficiente e tornar o ambiente mais propício para a atividade 
enzimática, foi utilizada a reação com glutaraldeído. Este reagente, 
através da formação de bases de Schiff forma ligações covalentes 
cruzadas na enzima através de seus grupos amino primários resultando 
em maior estabilidade e sensibilidade do biossensor (OLIVEIRA et al., 
2006). A Figura 17 mostra uma representação esquemática da formação 
das SAM e a imobilização da peroxidase covalentemente reticulada com 
glutaraldeído na superfície do biossensor.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O comportamento eletroquímico da dopamina usando o 
biossensor foi investigado por voltametria de onda quadrada em uma 
faixa de potencial de +0,7 a -0,5 V vs Ag/AgCl. A Figura 18 mostra os 
voltamogramas obtidos usando: (a) eletrodo de ouro e (b) eletrodo Au-
SAM-broto de feijão em solução 9,74x10-5 mol L-1 de dopamina e 
solução 6,0x10-5 mol L-1 de peróxido de hidrogênio em solução tampão 
Figura 17 – Representação esquemática da formação do biossensor Au-SAM-
broto de feijão. 
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fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0). Foi observada uma maior resposta para o 
biossensor, referente à onda de redução da quinona para dopamina no 
potencial de +0,15 V, comparada com a resposta do eletrodo de ouro. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esta maior resposta do biossensor em relação ao eletrodo de ouro 
é uma característica que pode ser atribuída à eficiente imobilização da 
enzima facilitando a transferência de elétrons na superfície do 
biossensor. Proteínas que são imobilizadas diretamente sobre a 
superfície metálica podem desnaturar. Além disso, a alta organização 
exibida pelas monocamadas garante um comportamento homogêneo 
sobre toda a superfície do eletrodo contribuindo para uma maior 
sensibilidade e reprodutibilidade (FREIRE et al., 2003). 
A Figura 19 mostra um esquema da reação enzimática entre o 
substrato e a enzima na superfície do biossensor. Inicialmente, a 
dopamina (A) na presença da peroxidase e do peróxido de hidrogênio, 
foi oxidada à dopaminaquinona (B). Em seguida, esta o-quinona foi 
reduzida eletroquimicamente na superfície do eletrodo no potencial de 
+0,15 V vs Ag/AgCl.  
 
 
 
Figura 18 – Voltamogramas de onda quadrada de uma solução de 9,74x10−5 
mol L−1 dopamina e 6,0x10−5 mol L−1 de peróxido de hidrogênio em tampão 
fosfato (0,1 mol L−1, pH 7,0) para (a) eletrodo de ouro e (b) eletrodo Au-SAM-
broto de feijão. 
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2.4.4 Otimização dos Parâmetros Experimentais. 
 
Após a otimização da construção do biossensor outros parâmetros 
experimentais importantes foram investigados incluindo pH, 
concentração do peróxido de hidrogênio e os parâmetros da voltametria 
de onda quadrada (frequência, amplitude de pulso e incremento) para 
obter a melhor resposta para o eletrodo Au-SAM-broto de feijão 
proposto. Para a avaliação destes parâmetros foi utilizada uma solução 
1,30x10-4 mol L-1 de dopamina e 6,0x10-5 mol L-1 de peróxido de 
hidrogênio. 
O pH exerce grande influência sobre as enzimas afetando 
diretamente nas reações enzimáticas. A influência deste parâmetro foi 
estudada na faixa de 5,0 a 8,0 (Figura 20). A maior resposta foi obtida 
em pH 6,0, diminuindo nos demais valores de pH. Consequentemente, 
este valor de pH foi selecionado para os estudos posteriores. Esse 
resultado foi semelhante ao encontrado por outros pesquisadores usando 
a enzima peroxidase de raiz forte (RAZOLA et al., 2002, LIU et al., 
2009). 
 
 
 
 
Figura 19 – Representação esquemática da oxidação/redução da dopamina 
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Outro fator que pode influenciar a resposta do biossensor é a 
concentração de peróxido de hidrogênio que a peroxidase necessita para 
catalisar a reação. Deste modo, concentrações de 3,13x10-5 a 8,06x10-4 
mol L-1 foram investigadas usando solução 1,30x10-4 mol L-1 de 
dopamina em tampão fosfato (0,1 mol L-1, pH 6,0). A Figura 21 mostra 
que não houve diferença significativa nas respostas obtidas na faixa 
estudada e a concentração de 6,0x10-5 mol L-1 foi então selecionada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Figura 20 – Influência do pH sobre a resposta do biossensor. 
Figura 21 – Influência da concentração de peróxido de hidrogênio. 
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A avaliação dos parâmetros da voltametria de onda quadrada é de 
extrema importância para se obter uma maior resposta, pois influenciam 
na obtenção de picos relativamente estreitos oferecendo assim maior 
sensibilidade ao método. Portanto, a frequência, amplitude de pulso e 
incremento foram otimizados nas condições descritas abaixo.  
Foram estudados os efeitos da frequência (10-120 Hz), amplitude 
de pulso (10-120 mV) e incremento (0,5-5,0 mV) sobre a resposta do 
biossensor. O maior sinal analítico para o parâmetro frequência foi 
obtido em 100 Hz e este foi selecionado para os procedimentos 
posteriores (Figura 22). O eletrodo mostrou linearidade até a amplitude 
do potencial de pulso de 80 mV (Figura 23) e este valor foi usado em 
todos os experimentos empregando o eletrodo proposto. Em adição, o 
parâmetro do incremento (Figura 24) foi estudado na faixa de 0,3 a 5,0 
mV. Neste estudo, a maior resposta foi obtida com um incremento de 
4,0 mV. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22 – Estudo da frequência sobre a resposta analítica do biossensor. 
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Figura 23 – Estudo da amplitude de pulso sobre a resposta analítica do 
biossensor. 
Figura 24 – Estudo do incremento sobre a resposta analítica do  
biossensor. 
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2.4.5 Repetibilidade, Reprodutibilidade e Estabilidade do 
Biossensor 
 
Com a finalidade de investigar esses parâmetros foram utilizadas 
soluções contendo 1,30x10-4 mol L-1 dopamina e 6,0x10-5 mol L-1 
peróxido de hidrogênio em solução tampão fosfato (0,1 mol L-1, pH 6,0) 
e sob as condições otimizadas descritas anteriormente. No estudo da 
repetibilidade foram efetuadas seis medidas sucessivas utilizando o 
mesmo biossensor. Os valores obtidos para as correntes de pico 
resultantes foram calculados e o desvio padrão relativo foi de 3,1%.  
O estudo da reprodutibilidade foi realizado empregando quatro 
biossensores preparados independentemente. Uma reprodutibilidade 
aceitável foi obtida com um desvio padrão relativo de 10,5 %. A 
estabilidade do biossensor foi averiguada por um período de 20 dias, nos 
quais o sensor foi armazenado em temperatura ambiente. Não houve 
mudança significativa na resposta (≥ 80%) durante quinze dias (em 
torno de 300 determinações).  
 
2.4.6 Curva Analítica 
 
A voltametria de onda quadrada é uma das técnicas voltamétricas 
de pulso mais rápidas e sensíveis oferecendo uma maior sensibilidade da 
resposta eletroquímica e limite de detecção. Desta forma, o desempenho 
analítico e os voltamogramas (Figura 25A) do biossensor foram obtidos 
empregando esta técnica para a construção da curva analítica (Figura 
25B) para dopamina. Sob as condições ótimas estabelecidas acima, a 
curva analítica obtida foi linear na faixa de 9,91x10-6 a 2,21x10-4 mol L-1 
de dopamina (−∆i = 1,036+1,65 x105 [dopamina]; r = 0,9998), onde ∆i é 
a corrente de pico em µA e [dopamina] é a concentração de dopamina 
em mol L−1. O limite de detecção (3 x desvio padrão do 
intercepto/inclinação) e o limite de quantificação (10 x desvio padrão do 
intercepto/inclinação) encontrados foram 4,78x10−7 e 1,60x10-6 mol L−1, 
respectivamente.  
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Figura 25 – (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos usando o eletrodo 
Au-SAM-broto de feijão em solução tampão fosfato (0,1 mol L−1, pH 6,0) para 
(a) peróxido de hidrogênio 6,0x10−5 mol L−1 e soluções de dopamina nas 
concentrações: (b) 9,91x10−6; (c) 1,65x10−5; (d) 3,29x10−5; (e) 6,53x10−5; (f) 
9,74x10−5; (g) 1,30x10−4; (h) 1,60x10−4; (i) 1,91x10−4; (j) 2,21x10−4 mol L−1; em 
amplitude de pulso de 80 mV; frequência de 100 Hz e incremento de 4 mV.  
(B) Curva analítica da dopamina. 
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2.4.7 Estudo de Recuperação e Determinação de Dopamina 
 
Um estudo de recuperação foi realizado em três amostras de 
formulações farmacêuticas. Foram adicionadas três alíquotas de 
soluções padrão de dopamina em concentrações diferentes (3,13, 6,24 e 
9,33 mg mL-1). Os resultados encontrados foram comparados com as 
concentrações adicionadas (Tabela 2) e mostram que a recuperação 
média variou de 98,0 a 111,8 %, demonstrando a exatidão do sensor 
proposto. 
 
 
Tabela 2 – Resultados para recuperação da solução padrão de dopamina em 
formulações farmacêuticas usando o biossensor 
Amostra 
Dopamina (mg mL-1) 
Recuperação (%) 
Adicionado Encontrado 
 3,13 3,28±0,10 104,8 
A 6,24 6,16±0,20 98,7 
 9,33 9,27±0,20 99,4 
 3,13 3,46±0,10 110,5 
B 6,24 6,41±0,10 102,7 
 9,33 9,14±0,20 98,0 
 3,13 3,50±0,10 111,8 
C 6,24 6,65±0,20 106,6 
 9,33 9,14±0,10 98,0 
 
A fim de verificar a aplicabilidade do biossensor proposto, foi 
determinada a concentração de dopamina em três amostras 
farmacêuticas. Os resultados da análise usando este biossensor foram 
comparados com aqueles obtidos utilizando o método 
espectrofotométrico (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 1977) e os 
valores rotulados. Como podem ser observados na Tabela 3, os 
resultados das análises estão de acordo com os valores esperados em um 
nível de confiança de 95 %. Assim, pode-se concluir que o novo 
procedimento é aceitável para esta aplicação. 
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Tabela 3 – Determinação de dopamina em fármacos usando o método 
espectrofotométrico e o biossensor 
Amostra 
Dopamina (mg mL-1) Erro relativo (%) 
Valor 
rotulado 
Método 
espectrofoto-
métrico 
Biossensor Er1a Er2b 
A 5,00 5,09±0,10 5,08±0,10 +1,6 -0,2 
B 5,00 5,10±0,10 5,18±0,10 +3,6 +1,6 
C 5,00 5,13±0,10 5,37±0,20 +7,4 +4,7 
ªEr1: biossensor vs valor rotulado; bEr2: biossensor vs método espectrofotométrico. 
 
Diversos sensores foram descritos na literatura (WANG et al., 
2001; LUPETTI et al., 2005; LIN et al., 2007; THIAGARAJAN et al., 
2007; TEMBE et al., 2008; HU et al., 2008; ZHANG et al., 2009; 
ENSAFI et al., 2010; NOROOZIFAR et al., 2010; JOSHI et al., 2010) 
para a determinação de dopamina. As características analíticas desses 
sensores são apresentadas na Tabela 4, destacando, o eletrodo base 
usado, bem como os modificadores. Pode-se observar que além dos 
eletrodos metálicos podem ser utilizados outros tipos de eletrodos base 
para modificação, como a pasta de carbono ou carbono vítreo. 
Modificadores diversos (biológicos ou não) são utilizados na busca de 
sensores mais sensíveis e estáveis. A tabela lista também as faixas 
lineares e limites de detecção para dopamina. Pode-se observar que o 
limite de detecção do biossensor proposto é comparável ou maior que os 
demais relacionados, ficando atrás do eletrodo modificado com DNA, 
do que utilizou nanopartículas de ouro e do que usou o sulfonazo III.  
O bom desempenho analítico e estabilidade do biossensor 
proposto podem ser atribuídos à forte, organizada e estável imobilização 
da peroxidase de broto de feijão sobre o eletrodo de ouro. Embora 
somente uma quantidade mínima de peroxidase tenha sido utilizada para 
a construção do biossensor, a atividade biológica é mantida devido ao 
microambiente favorável para imobilização desta enzima permitindo a 
realização de várias medidas. 
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Tabela 4 – Sensores para a determinação de dopamina 
Modificador  Eletrodo Faixa linear (mol L-1) 
Limite de 
detecção 
(mol L-1) 
Referência 
Penicilamina Ouro 2,0x10
-5
 a 
8,0x10-4 4,0x10
-6
 WANG, 2001 
Peroxidase Pasta de 
carbono 
5,0x10-4 a 
3,0x10-3 2,6x10
-5
 LUPETTI, 2005 
DNA Carbono 
vítreo 
1,9x10-7 a 
13x10-6 8,8x10
-8
 LIN, 2007 
Nano-Au e 
Pt 
Carbono 
vítreo 
1,0x10-4 a 
1,6 x10-3 ___ 
THIAGARAJAN, 
2007 
Tirosinase Carbono 
vítreo 
5,0x10-5 a 
2,5x10-4 2,5x10
-5
 TEMBE, 2008 
Nano-Au Carbono 
vítreo 
1,0x10-8 a 
2,5x10-5 4,0x10
-9
 HU, 2008 
ACB K  Carbono 
vítreo 
1,0x10-6 a 
2,0x10-4 5,0x10
-7
 ZHANG, 2009 
Sulfonazo III Carbono 
vítreo 
5,0x10-8 a 
4,7x10-4 3,0x10
-8
 ENSAFI, 2010 
Nano-
Ag[Fe(CN)6] 
Carbono 
vítreo 
2,4x10-6 a 
1,3x10-4 1,4x10
-7
 
NOROOZIFAR, 
2010 
Monoamina 
oxidase 
Carbono 
vítreo 
5,0x10-5 a 
2,5x10-4 2,0x10
-5
 JOSHI, 2010 
Peroxidase Ouro 9,9x10
-6
 a 
2,2x10-4 4,78x10
-7
 
ESTE 
TRABALHO 
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CAPÍTULO 2  BIOSSENSOR CONTENDO PEROXIDASE 
IMOBILIZADA EM MONOCAMADA AUTO-ORGANIZADA DE 
L-CISTEÍNA PARA DETERMINAÇÃO DE TIODICARBE  
 
3.1 RESUMO 
 
Neste trabalho, foi construído um biossensor contendo extrato de 
broto de alfafa (Medicago sativa), fonte da enzima peroxidase para a 
determinação de tiodicarbe em maçã, morango e batata. A voltametria 
de onda quadrada foi usada nos estudos de otimização do biossensor e 
na determinação desse composto. O extrato enzimático foi imobilizado 
em SAM de L-cisteína sobre eletrodo de ouro. Diversos parâmetros 
foram investigados para avaliar as melhores condições experimentais do 
biossensor. A curva analítica foi linear para tiodicarbe nas concentrações 
de 2,27x10-6 a 4,40x10-5 mol L-1 com limite de detecção de 5,75x10-7 
mol L-1 e limite de quantificação de 1,92x10-6 mol L-1. O tempo de vida 
do sensor foi de 20 dias (220 determinações). A média da recuperação 
de tiodicarbe nas amostras variou de 99,02 a 101,04 %. Os resultados 
obtidos para o analito nas amostras usando o método proposto estão de 
acordo com aqueles usando o procedimento de cromatografia líquida de 
alta eficiência em um nível de 95 % de confiança. 
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3.2 INTRODUÇÃO 
 
Diversos compostos orgânicos tóxicos (herbicidas, acaricidas, 
fungicidas e inseticidas) têm sido usados na agricultura para controle de 
doenças e obter uma alta produção. Resíduos destes pesticidas podem 
entrar na cadeia alimentar através do ar, da água e do solo e causar 
numerosos problemas para os ecossistemas e os seres humanos. Eles 
podem produzir doenças na medula óssea, infertilidade, perturbações 
nervosas e doenças imunológicas e respiratórias (HUANGXIAN et al., 
2008). Portanto, a presença de resíduos de pesticidas em águas naturais 
e em alimentos é uma das maiores razões de preocupação da saúde 
pública (PEDROSA et al., 2008). 
Carbamatos são compostos utilizados como pesticidas em larga 
escala, em todo o mundo, devido sua atividade biológica muito 
abrangente. Estes pesticidas incluem um vasto espectro de inseticidas 
amplamente usados como acaricidas, nematicidas e helminticidas 
(MICKOVA et al., 2005; KRALJ et al., 2007). Pessoas envolvidas na 
fabricação ou na aplicação de carbamatos podem estar expostas a estes 
agrotóxicos no local de trabalho ou no meio ambiente em geral (LI et 
al., 2004). Vários compostos carbamatos são altamente tóxicos para 
humanos e outros mamíferos. Estes compostos atuam inibindo as 
enzimas colinesterases, especialmente a acetilcolinesterase, levando a 
um acúmulo de acetilcolina nas sinapses nervosas, provocando uma 
série de efeitos parassimpatomiméticos. Estes pesticidas são inibidores 
reversíveis das colinesterases, mas o envenenamento pode ser muito 
grave (SMULDERS et al., 2003). 
Tiodicarbe, 3,7,9,13-tetrametil-5,11-dioxa-2,8,14-tritia-4,7,9,12-
azapentadeca-3,12-dieno-6,10-diona (Figura 26) é um pesticida 
carbamato com um espectro relativamente estreito de atividade, estando 
intimamente relacionado com o seu primeiro metabólito, o metomil. Ele 
age contra lesmas, bem como os lepidópteros, controlando as larvas em 
diferentes fases, assim como os ovos, em muitos casos. É neurotóxico 
através da inibição da colinesterase causando paralisia seguida de morte. 
Este pesticida é usado no tratamento de sementes e para o controle de 
várias pragas nas culturas de algodão, soja, tomate, amendoin, milho e 
legumes, entre outras (HOIZEY et al., 2008). 
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Os métodos analíticos que são mais comumente empregados na 
determinação de pesticidas são a cromatografia líquida de alta eficiência 
(CLAE) e a cromatografia gasosa (CG) com diferentes detectores 
(WAN e HARRINGTON, 2000; WANG et al., 2009; CUS et al., 2010). 
Estes métodos geralmente requerem homogeneização, extração, 
concentração e determinação analítica, sendo estes procedimentos 
muitas vezes morosos. Os biossensores são alternativas para determinar 
pesticidas em matrizes alimentares e ambientais (HILDEBRANDT et 
al., 2008) e tem a vantagem do baixo custo, sensibilidade, fácil operação 
e possibilidade para a construção de dispositivos portáteis simples para 
um rastreamento rápido (MORAES et al., 2009). Biossensores 
enzimáticos são aplicados usando o efeito inibidor dos compostos 
nocivos sobre a atividade das enzimas (NUNES et al., 1999). A 
capacidade para detectar estes compostos tóxicos através da sua ação 
inibidora sobre as enzimas esterases resultou no desenvolvimento de 
muitos biossensores baseados nestas proteínas (ANDREESCU e 
MARTY, 2006; DU et al., 2007). Biossensores baseados na inibição de 
enzimas oxidorredutases (tirosinase e peroxidase) pelos pesticidas 
carbamatos (WANG et al., 1993; BESOMBES et al., 1995; 
ALBUQUERQUE e FERREIRA, 2007) também tem sido descritos, 
sendo que a presença desses compostos inibidores causam uma 
constante diminuição na corrente de resposta do biossensor. 
Neste trabalho, extrato de broto de alfafa (Medicago sativa) foi 
usado como fonte da enzima peroxidase. Quando um inibidor é 
introduzido no meio reacional, ele pode coordenar-se com o composto I 
intermediário da peroxidase, resultando em um decréscimo na atividade 
enzimática e consequente diminuição da resposta da corrente 
(MARQUES e YAMANAKA, 2008). Diversos compostos orgânicos e 
inorgânicos, tais como metais, ácido p-aminobenzóico, cisteína, 
glutationa, hidroxilamina, sulfetos, tiouracilas, dicromato, tióis, 
dietilditiocarbamatos e cianeto tem sido descritos por inibir a ação da 
peroxidase (WANG et al., 1993; YANG et al., 2004; KEYHANI et al., 
2005; SARIRI et al., 2006). 
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Figura 26 - Fórmula estrutural do tiodicarbe. 
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Existem poucos trabalhos que empregam bioeletrodos para a 
determinação de pesticidas em amostras reais. Por este motivo, neste 
trabalho foi desenvolvido um biossensor baseado em Au-SAM-broto de 
alfafa para determinação de tiodicarbe em maçã, morango e batata. Este 
composto tóxico pode ser determinado a partir do seu efeito inibidor 
sobre a atividade da peroxidase. Por último, os resultados obtidos com o 
método bioeletroanalítico proposto foram comparados com os obtidos 
com o método HPLC para análise de tiodicarbe. 
 
3.3 PARTE EXPERIMENTAL 
 
3.3.1 Reagentes e Soluções 
 
Dopamina, epinefrina, ácido cafeico, hidroquinona, metildopa e 
tiodicarbe foram procedentes da Sigma. Brotos de alfafa, maçã, 
morango, e batata foram comprados em supermercado de Florianópolis.  
As soluções de tampão fosfato (pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0) e as 
soluções de cianamida, L-cisteína, glutaraldeído, guaiacol, peróxido de 
hidrogênio e solução piranha foram preparadas conforme os métodos 
descritos para o preparo destas soluções no capítulo 2. 
A solução 2,0x10-2 mol L-1 de hidroquinona foi obtida 
dissolvendo-se 22,0 mg desta substância em um balão volumétrico de 
10,0 mL e completando-se o volume com solução tampão fosfato (0,1 
mol L-1; pH 7,0). 
A solução 2,0x10-2 mol L-1 de dopamina foi obtida dissolvendo-
se 37,9 mg desta substância em um balão volumétrico de 10,0 mL e 
completando-se o volume com solução tampão fosfato (0,1 mol L-1; pH 
7,0). 
A solução 2,0x10-2 mol L-1 de epinefrina foi obtida dissolvendo-
se 36,6 mg desta substância em um balão volumétrico de 10,0 mL e 
completando-se o volume com solução tampão fosfato (0,1 mol L-1; pH 
7,0).  
A solução 2,0x10-2 mol L-1 de metildopa foi obtida dissolvendo-
se 47,6 mg desta substância em um balão volumétrico de 10,0 mL e 
completando-se o volume com solução tampão fosfato (0,1 mol L-1; pH 
7,0).  
A solução 2,0x10-2 mol L-1 de ácido cafeico foi obtida 
dissolvendo-se 36,0 mg desta substância em um balão volumétrico de 
10,0 mL e completando-se o volume com solução tampão fosfato (0,1 
mol L-1; pH 7,0).  
80 
 
A solução 1,0x10-3 mol L-1de tiodicarbe foi obtida dissolvendo-se 
8,8 mg desta substância com 10 mL de álcool etílico em um balão 
volumétrico de 25,0 mL e completando-se o volume com água 
deionizada.  
 
3.3.2 Instrumentação 
 
Os equipamentos utilizados na realização deste trabalho foram os 
mesmos descritos no capítulo 2, com exceção do equipamento usado no 
método comparativo. Neste trabalho, a análise comparativa do método 
analítico proposto foi realizada em um sistema cromatográfico (HPLC) 
consistindo de um cromatógrafo Varian Pro Star com uma bomba 
ternária Pro Star 210 e um detector Pro Star 325 UV-vis. Este 
equipamento foi empregado juntamente com uma coluna cromatográfica 
de fase reversa C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 µm) (Varian). 
 
3.3.2.1 Medidas Voltamétricas 
 
Os experimentos de voltametria de onda quadrada foram 
realizados no mesmo potenciostato/galvanostato descrito no capítulo 
anterior. Foi utilizado um mesmo sistema convencional de três 
eletrodos, no qual, foi utilizado como eletrodo de trabalho o biossensor 
com enzima peroxidase de broto de alfafa (Au-SAM-broto de alfafa). 
 
3.3.3 Preparação do Eletrodo Au-SAM-broto de Alfafa 
 
Para construir o biossensor, o extrato enzimático do broto de 
alfafa foi obtido e a atividade de peroxidase determinada conforme os 
procedimentos descritos previamente no capítulo 2 (VIEIRA e 
FATIBELLO-FILHO, 1998; VIEIRA et al., 1999). 
Antes da deposição da SAM sobre o eletrodo de ouro, este foi 
submetido a um procedimento de limpeza adaptado de Carvalhal et al., 
2005, como relatado em detalhes no capítulo anterior. Após a limpeza, o 
substrato de ouro foi submetido aos mesmos procedimentos de 
montagem descritos para o biossensor de broto de feijão sendo que, 
neste trabalho, foram utilizadas 60,0 unidades mL-1 de peroxidase.  
 
3.3.4 Preparação das Amostras e Análise do Tiodicarbe 
 
Para determinar o teor de tiodicarbe nas amostras de maçã, batata 
e morango, uma massa de 20 g de cada vegetal picado foi submetida a 
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um processo de extração com 50 mL de etanol e as misturas foram 
mecanicamente maceradas por 5 min em um almofariz com pistilo. Os 
extratos foram filtrados através de um funil de Buchner e kitassato 
acoplado a uma bomba de vácuo, coletados em frasco âmbar e 
armazenados a 4°C. A determinação do tiodicarbe nas amostras foi 
realizada empregando o método de adição de padrão: uma alíquota de 
20 µL de cada amostra foi transferida para uma cela de vidro contendo 5 
mL de solução tampão fosfato pH 7,0 e 2,0 x10-5 mol L-1 peróxido de 
hidrogênio. As medições foram realizadas para cada amostra e após 
sucessivas adições de solução padrão de tiodicarbe. Todas as medidas 
foram realizadas em triplicata. Os voltamogramas de onda quadrada 
foram registrados através da aplicação de um potencial de +0,2 a -0,4 V 
vs Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L-1), após um tempo de agitação inicial de 60 
s a fim de homogeneizar a solução. 
 
3.3.5 Método Comparativo 
 
Para a análise das amostras de maçã, batata e morango por HPLC, 
foi utilizado um volume de injeção de 20 µL. Como fase móvel foi 
usado um sistema isocrático água/acetonitrila (65:35, v/v) e a eluição do 
carbamato foi monitorada em 220 nm. A velocidade de fluxo foi de 1,0 
mL min-1 e o tempo requerido para análise de uma amostra foi de 18 
min (J. AOAC, 2002). Este método comparativo foi realizado no 
Departamento de Química da Universidade Federal de Mato Grosso do 
Sul, Campo Grande, sob a orientação do Prof. Dr. Valdir Souza Ferreira. 
 
3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.4.1 Estudo dos Compostos Fenólicos 
 
Para investigar a afinidade da peroxidase de broto de alfafa para 
diferentes substratos, foram selecionados e avaliados os seguintes 
compostos fenólicos: ácido cafeico, dopamina, epinefrina, hidroquinona 
e metildopa. As respostas do biossensor para estes substratos foram 
obtidas em uma concentração de 1,53x10-3 mol L-1 em solução tampão 
fosfato (0,1 mol L-1; pH 7,0). A Tabela 5 apresenta uma comparação das 
respostas relativas (%) obtidas. Como pode ser observado, o biossensor 
proposto demonstrou diminuição da sensibilidade na seguinte ordem: 
ácido cafeico (100%), hidroquinona (77%), epinefrina (67%), dopamina 
(44%) e metildopa (11%). Neste estudo, a hidroquinona foi selecionada 
para a otimização do biossensor devido aos efeitos de adsorção do ácido 
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cafeico na superfície do sensor. Além disso, o efeito inibitório do 
tiodicarbe sobre a resposta do biossensor, foi investigado usando a 
hidroquinona como substrato. A corrente resultante estacionária, obtida 
da o-quinona reduzida eletroquimicamente na superfície do sensor, foi 
usada como um pico base, para medir o efeito de inibição do pesticida. 
 
 
Tabela 5 – Resposta relativa do biossensor para os compostos fenólicos 
investigados 
Composto fenólico Estrutura Resposta relativa (%) 
Ácido cafeico 
OH
OHOH
O
 
100 
Hidroquinona 
 
OH
OH
 
 
77 
Epinefrina 
OH NH
CH3
OH
OH
 
 
67 
Dopamina 
OH NH2
OH
 
 
44 
Metildopa 
OH
OH
OH
O
NH2CH3
 
11 
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3.4.2 Otimização dos parâmetros experimentais 
 
A voltametria de onda quadrada foi usada para a otimização e 
avaliação do desempenho eletrocatalítico do biossensor. Inicialmente, a 
influência do pH foi estudada na faixa de 6,0 a 8,0 usando soluções 
1,0x10-3 mol L-1 de hidroquinona e 2,0 x10-5 mol L-1 peróxido de 
hidrogênio como mostrado na Figura 27. A maior resposta para o analito 
foi obtida em pH 7,0, mostrando similaridade com resultados 
informados em outros estudos com biossensores contendo a enzima 
peroxidase obtida de vegetais (OLIVEIRA et al., 2006; FERNANDES 
et al., 2007). Assim, a solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, em pH 7,0, 
foi usada como eletrólito suporte nas experiências seguintes. 
Em seguida, o efeito da concentração da enzima (20,0 a 80,0 
unidades mL-1) foi investigado. As melhores respostas analíticas dos 
biossensores foram obtidas em uma composição de peroxidase 
equivalente a 60,0 unidades mL-1, decrescendo em uma quantidade 
maior de enzima, conforme observado na Figura 28. Portanto, esta 
concentração de peroxidase foi usada na construção dos demais 
biossensores. 
 
 
 
 
 
Figura 27 – Estudo de pH sobre a resposta do biossensor. 
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Para obter as melhores condições de trabalho experimentais para 
o biossensor, os parâmetros de voltametria de onda quadrada (frequência 
de 10 a 100 Hz; amplitude de pulso de 10 a 100 mV e incremento de 3 a 
12,5 mV) foram investigados. Estes parâmetros foram estudados em 
relação à resposta do biossensor para uma solução 6,37x10-4 mol L-1 de 
hidroquinona e 2,0x10-5 mol L-1 peróxido de hidrogênio em solução 
tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0). 
A Figura 29 mostra o melhor perfil da resposta do biossensor para 
o parâmetro frequência foi obtida em 30 Hz. Consequentemente, este 
valor de frequência foi selecionado para os estudos subsequentes.  
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Figura 28 – Estudo da concentração da enzima no biossensor. 
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A amplitude do potencial de pulso foi investigada em um 
intervalo de 10 a 100 mV. De acordo com os resultados mostrados na 
Figura 30, houve um crescimento linear da intensidade da corrente até 
100 mV. Desta forma, este valor de amplitude foi escolhido para o 
desenvolvimento deste trabalho. 
Além disso, um estudo do incremento também foi realizado no 
intervalo de 3 a 12,5 mV. Conforme mostra a Figura 31, o maior sinal 
analítico obtido foi em 12,5 mV. As melhores condições experimentais 
foram selecionadas e aplicadas nos estudos posteriores. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29 – Estudo da frequência sobre a resposta analítica do biossensor. 
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Figura 31 – Estudo do incremento sobre a resposta analítica do biossensor. 
Figura 30 – Estudo da amplitude de pulso sobre a resposta analítica do 
biossensor. 
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3.4.3 Repetibilidade, Reprodutibilidade e Estabilidade do 
Biossensor 
 
A repetibilidade da resposta obtida com o mesmo biossensor foi 
examinada em solução tampão fosfato (0,1 mol L-1; pH 7,0) contendo 
solução 1,6x10-4 mol L-1 de hidroquinona e solução 2,0x10-5 mol L-1de 
peróxido de hidrogênio. O desvio padrão relativo foi de 1,76% para dez 
medidas sucessivas, indicando que o biossensor tem um bom nível de 
repetibilidade. 
Foram construídos cinco eletrodos Au-SAM-broto de alfafa 
usando o mesmo procedimento e foram utilizados de forma 
independente para a determinação de hidroquinona sob as condições 
otimizadas descritas previamente. Todos os biossensores apresentaram 
uma reprodutibilidade aceitável com um desvio padrão relativo de 
aproximadamente 7,60%, indicando que os resultados obtidos 
apresentam uma reprodutibilidade adequada. 
A estabilidade e tempo de vida do biossensor foram investigados 
durante 30 dias, período pelo qual o biossensor foi mantido em 
temperatura ambiente. A corrente de resposta foi obtida com uma 
solução 1,6x10-4 mol L-1 de hidroquinona e 2,0x10-5 mol L-1 peróxido de 
hidrogênio em solução tampão fosfato (0,1 mol L-1; pH 7,0). O eletrodo 
Au-SAM-broto de alfafa foi estável por 20 dias (220 determinações) 
sem uma mudança significativa na resposta (≥ 80%). 
 
3.4.4 Curvas Analíticas da Hidroquinona e Tiodicarbe 
 
Após estabelecer as condições ótimas para a determinação de 
hidroquinona, foi construída uma curva analítica empregando 
voltametria de onda quadrada e o eletrodo Au-SAM-broto de alfafa na 
faixa de potencial de +0,12 a -0,38 V vs Ag/AgCl. Um baixo potencial 
de trabalho impede a oxidação de possíveis interferentes presentes que 
podem oxidar em potenciais mais positivos. A curva analítica obtida 
para hidroquinona foi linear na faixa de 9,75x10-5 a 1,28x10-3 mol L-1 (-
∆i=0,26 (±0,02) + 2,48 (±0,05)×103 [hidroquinona]; r = 0,9986), onde 
∆i é o pico de corrente resultante em µA e [hidroquinona] a 
concentração de hidroquinona em mol L-1. A Figura 32 demonstra uma 
representação esquemática da reação entre hidroquinona e a superfície 
do biossensor que contém peroxidase imobilizada. Inicialmente, a 
hidroquinona (a) foi oxidada pela peroxidase na presença de peróxido de 
hidrogênio para p-benzoquinona (b) e este produto foi então reduzido 
eletroquimicamente em um potencial de -0,072 V. 
88 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O tiodicarbe, quando adicionado ao meio onde ocorre este 
processo enzimático, proporciona uma diminuição na corrente produzida 
pela hidroquinona. Esta diminuição na corrente foi também observada 
na determinação de sulfetos e carbamato usando biossensores baseados 
na inibição de peroxidase e tirosinase (YANG et al., 2004; 
ALBUQUERQUE e FERREIRA, 2007). Consequentemente, quando o 
tiodicarbe foi adicionado a uma solução de hidroquinona, foi observada 
uma diminuição na corrente de pico que é proporcional ao aumento da 
concentração do pesticida, demonstrando seu efeito inibidor sobre a 
reação. Estudos mostram que compostos que contém enxofre, podem 
inibir a atividade da enzima através de interação com um sítio alostérico 
de ligação no ambiente heme da peroxidase, alterando sua estrutura 
(ZATÓN e ASPURO, 1995). Por outro lado, como descrito 
previamente, a peroxidase pode também catalisar a transferência de 
oxigênio do peróxido de hidrogênio (sulfoxidação e epoxidação, por 
exemplo). Assim sendo, esses resultados sugerem que pode haver 
também uma reação de sulfoxidação entre a enzima e o tiodicarbe. A 
Figura 32 também apresenta uma representação esquemática da possível 
Figura 32 – Representação esquemática da reação envolvendo hidroquinona 
sobre a superfície do biossensor e a reação entre peroxidase e tiodicarbe. (a) 
hidroquinona, (b) p-benzoquinona, (c) tiodicarbe e (d) composto sulfóxido. 
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reação entre a peroxidase e o tiodicarbe. Quando o tiodicarbe (c) foi 
adicionado, a peroxidase pode ter catalisado a sulfoxidação do 
tiodicarbe com uma transferência de elétron inicial do substrato para o 
composto I seguido pela transferência do átomo de oxigênio da espécie 
reduzida do composto I, o chamado composto II, para produzir o 
sulfóxido (d) (GOTO et al., 1999). 
Assim sendo, foi investigada a influência da concentração de 
hidroquinona (1,96x10-4, 5,77x10-4 e 1,12x10-3 mol L-1) sobre a 
linearidade das curvas analíticas do tiodicarbe e os resultados são 
apresentados na Tabela 6. A melhor faixa linear e coeficiente de 
correlação foram observados para a menor concentração de 
hidroquinona. Portanto, a concentração de hidroquinona de 1,96x10-4 
mol L-1 foi usada neste estudo. 
 
Tabela 6 – Resposta relativa do biossensor para os compostos fenólicos 
investigados 
[hidroquinona] 
mol L-1 Linearidade mol L
-1
 
Equação  
(∆i (mA) = A−B[tio]a) 
Coeficiente de 
correlação (r) 
1,96×10-4 2,27x10
-6
 – 
4,40×10-5 
∆i = 0,5602 – 
6,3376×103 [tio] 0,9997 
5,77×10-4 4,37x10
-6
 – 
5,78×10-5 
∆i = 1,3072 – 
1,1533×104 [tio] 0,9995 
1,12×10-3 1,85x10
-5
 – 
8,20×10-5 
∆i = 2,3700 – 
2,0239×104 [tio] 0,9995 
a
 [tio]: Tiodicarbe 
 
Os voltamogramas de onda quadrada e a curva analítica para 
tiodicarbe foram obtidos empregando o biossensor. A Figura 33A 
apresenta os voltamogramas obtidos com o biossensor em (a) solução 
tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0) e (b) hidroquinona 1,96x10-4 mol L-
1
, os demais voltamogramas correspondem às adições crescentes de 
tiodicarbe. Como mostra a Figura 32B, a curva analítica obtida para 
tiodicarbe foi linear para concentrações de 2,27x10-6 a 4,40x10-5 mol L-1 
(-∆i=0,56 (±0,001)−6,33 (±0,05)x103 [tiodicarbe]; r = 0,9997) onde ∆i 
corresponde ao pico de corrente resultante em µA e [tiodicarbe] a 
concentração de tiodicarbe em mol L-1, com limite de detecção de 
5,75x10−7 mol L−1 e limite de quantificação de 1,92x10−6 mol L−1. 
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Figura 33 – (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos usando o biossensor 
em (a) solução tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0), (b) hidroquinona 1,96×10−4 
mol L−1 e adições de tiodicarbe (c) 2,26×10−6, (d) 4,45×10−6, (e) 8,58×10−6, (f) 
1,24×10−5, (g) 1,60×10−5, (h) 1,93×10−5, (i) 2,24×10−5, (j) 2,54×10−5, (k) 
2,81×10−5, (l) 3,08×10−5, (m) 3,32×10−5, (n) 3,55×10−5, (o) 3,88×10−5 e (p) 
4,37×10−5 mol L−1. (B) Curva analítica correspondente ao tiodicarbe. 
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A Tabela 7 apresenta biossensores baseados em enzimas 
oxidorredutases (tirosinase, lacase e peroxidase), desenvolvidos por 
diversos pesquisadores, para a determinação de uma variedade de 
analitos através de métodos de inibição (PITA et al., 1997; VIEIRA e 
FATIBELLO-FILHO, 1999; FATIBELLO-FILHO e VIEIRA, 2000; 
YANG et al., 2004; SEZGINTÜRK et al., 2005; SANTHIAGO e 
VIEIRA, 2007; YANG et al., 2008; ASAV et al., 2009). Alguns desses 
biossensores foram propostos como uma alternativa de dispositivos para 
a detecção de pesticidas. Além disso, o uso de enzimas redox tem a 
vantagem da aplicação de um baixo potencial em relação ao eletrodo de 
referência minimizando interferências (MELLO et al., 2003). 
 
Tabela 7 – Biossensores contendo oxidorredutases para determinação de 
analitos pelo processo de inibição 
Enzima Analito Faixa linear (mol L-1) 
Limite de 
detecção 
(mol L-1) 
Referência 
Tirosinase 
Ziram  
 
Diram 
 
Dietilditio-
carbamato 
0,2x10-6 a 
2,2x10-6 
4,0x10-6 a 
44x10-6 
4,0x10-6 a 
40x10-6 
7,4x10-8 
 
1,3 x10-6 
 
1,7 x10-6 
PITA, 1997 
Tirosinase L-cisteína 6,0x10
−5
 a 
8,0x10−4 4,4x10
−6
 VIEIRA, 1999 
Tirosinase Fluoreto 1x10
-6
 a 
20x10-6 - ASAV, 2009 
Polifenol 
oxidase Àcido benzóico 
25x10-6 a 
100x10-6 2,5x10
-5
 
SEZGINTÜRK, 
2005 
Peroxidase Ácido 
ascórbico 
2,0x10-4 a 
5,5x10-3 2,2x10
-5
 
FATIBELLO-
FILHO, 2000 
Peroxidase Sulfetos 0,5x10
-6
 a 
12,7x10-6 3,0x10
-7
 YANG, 2004 
Peroxidase Fenilhi-drazina 2,5x10
–7
 a 
1,1x10–6 8,2x10
–8
 YANG, 2008 
Lacase L-cisteína 4,99x10
−5 
a 
4,54x10−3 _ 
SANTHIAGO, 
2007 
Peroxidase Tiodicarbe 2,27x10
-6
 a 
4,40×10-5 5,75×10
−7
 
ESTE 
ESTUDO 
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3.4.5 Estudo de Recuperação e Determinação do Tiodicarbe 
 
O estudo de recuperação foi efetuado em triplicata, usando 
amostras de maçã, batata e morango. Os experimentos foram realizados 
pelo método de adição de padrão. Os resultados obtidos foram 
comparados com as concentrações de tiodicarbe padrão adicionadas 
(2,52, 3,30 e 4,05 mg L-1). Os resultados apresentados na Tabela 8 
mostram os valores de recuperação de 99,02 a 101,04%. Essas médias 
de recuperação demonstram a seletividade do método proposto e 
sugerem ausência de efeitos de matriz nessas determinações. 
 
Tabela 8 – Recuperação do tiodicarbe em extratos de batata, maçã e morango 
usando o método proposto 
 
O desempenho do biossensor proposto foi avaliado na 
determinação de tiodicarbe nas amostras descritas acima. A análise foi 
realizada usando o método de adição de padrão, em triplicata, e os 
resultados obtidos foram comparados com aqueles obtidos usando o 
método HPLC (J. AOAC, 2002) (Tabela 9). De acordo com o teste t de 
Student, em um nível de confiança de 95 %, não há diferença 
significativa entre os resultados obtidos com o método oficial e o 
biossensor proposto. Assim, pode-se concluir que é adequado para esta 
aplicação. 
 
 
Amostra 
Tiodicarbe (mg L-1) 
Recuperação (%) 
Adicionado Encontrado 
 2,52 2,53 100,5 
Batata 3,30 3,29 99,9 
 4,05 4,04 99,9 
 2,52 2,54 100,7 
Maçã 3,30 3,28 99,6 
 4,05 4,04 99,8 
 2,52 2,55 101,0 
Morango 3,30 3,31 100,2 
 4,05 4,01 99,02 
93 
 
Tabela 9 – Determinação de tiodicarbe (mg L-1) em amostras de extratos de 
batata, maçã e morango usando o método oficial e o biossensor proposto 
Amostras Método oficial Biossensora Erro relativo (%)b 
Batata 0,83 ± 0,10 0,80± 0,20 +3,36 
Maçã 1,60 ± 0,10 1,61 ± 0,40 -0,72 
Morango 2,43 ± 0,10 2,41 ± 0,20 +0,66 
an=3, nível de confiança de 95%; b biossensor vs método oficial. 
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CAPÍTULO 3  SENSOR CONTENDO COMPLEXO DE NI(II) E 
MONOCAMADA AUTO-ORGANIZADA DE ÁCIDO 3-
MERCAPTOPROPIÔNICO PARA DETERMINAÇÃO DE 
CATEQUINA 
 
4.1 RESUMO 
 
Neste trabalho, um complexo de níquel (II) foi imobilizado sobre 
SAM de ácido 3-mercaptopropiônico em eletrodo de ouro para a 
determinação de catequina por voltametria de onda quadrada. O 
complexo de níquel utilizado foi o [NiIIL] com L=[N-(metil)-N’-(2-
piridilmetil)-N,N’-bis(3,5-di-terc-butil-2-hidroxibenzil)-1,3-propanodia-
mina [níquel (II)]. As condições otimizadas obtidas para este eletrodo 
modificado foram; solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0); 
frequência de 80 Hz; amplitude de pulso de 60 mV e incremento de 10 
mV. Nestas condições, a corrente de pico resultante dos voltamogramas 
de onda quadrada aumenta linearmente com a concentração de catequina 
no intervalo de 3,31x10-6 a 2,53x10-5 mol L-1 com limite de detecção de 
8,26x10-7 mol L-1 e limite de quantificação de 2,75x10-6 mol L-1. O 
desvio padrão relativo para uma solução contendo catequina 1,61x10-5 
mol L-1 foi de 2,45% para oito medidas sucessivas. O tempo de vida do 
eletrodo Au-SAM-complexo de Ni(II) foi investigado durante quatro 
semanas. Os resultados demonstram uma perda aparente de sua 
atividade após 20 dias. Os resultados obtidos para catequina em chá 
verde utilizando o biossensor proposto e aqueles obtidos pelo método de 
eletroforese capilar estão de acordo em um nível de confiança de 95 %. 
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4.2 INTRODUÇÃO 
 
A catálise enzimática existente na natureza tem inspirado 
pesquisadores na síntese de moléculas mais simples, mas que possuam 
estruturas capazes de realizar catálises de espécies importantes. Dentre 
os compostos usados para a síntese dessas moléculas funcionais, estão 
os complexos de metais de transição que permitem a catálise de 
substratos através de reações redox (SOTOMAYOR e KUBOTA, 2002). 
Consequentemente, além dos eletrodos modificados com SAM e 
materiais biológicos reportados, muitos trabalhos foram realizados 
utilizando diferentes complexos metálicos para a determinação de 
diversos analitos. Complexos de metaloftalocianinas apresentam 
propriedade redox muito interessante e por isso tem sido extensivamente 
utilizados em sensores eletroquímicos (OZOEMENA et al., 2002; 
AGBOOLA et al., 2007; MATEMADOMBO et al., 2007; 
OZOEMENA et al., 2007; OZOEMENA et al., 2008). Esses complexos 
foram utilizados para modificar eletrodos usando a técnica da 
automontagem, devido às inúmeras vantagens associadas as SAM, que 
vão desde a simplicidade da produção até a obtenção de uma adequada 
sensibilidade e baixo limite de detecção (AGBOOLA et al., 2008). Em 
adição, complexos possuem vantagens em relação ao uso de enzimas 
naturais, pois apresentam alta estabilidade em relação a fatores como pH 
e temperatura, e consequentemente, eles podem oferecer um tempo de 
vida maior e um grande número de determinações (JAROSZ-
WILKOTAZKA et al., 2004; ROY et al., 2005). 
Vários complexos miméticos também foram preparados para 
produzir um sistema capaz de imitar a catálise enzimática e usados na 
construção de sensores biomiméticos (WOLLENBERGER et al., 1998; 
OLIVEIRA et al., 2007; CAOVILLA et al., 2008; SOTOMAYOR et 
al., 2008; SANTHIAGO et al., 2008). Caovilla e colaboradores, 2008, 
estudaram a oxidação catalítica do limoneno, α-pineno e β-pineno pelo 
complexo [FeIII(BPMP)Cl(MO)]FeIIICl3], um complexo biomimético 
para a enzima metano monooxigenase. Em estudo descrito por 
Sotomayor et al., 2008, um complexo tetrapiridinoporfirazina de ferro 
foi utilizado como catalisador biomimético da enzima P450 e aplicado 
na construção de um sensor para determinação de paracetamol em 
fármacos. Wollenberger e co-autores, 1998, desenvolveram um sensor 
baseado na combinação de um eletrodo de peroxidase “screen-printed” e 
um complexo de ferro porfirina [ferro(III)-meso-tetrakis-(penta-
fluorofenil)-β-tetrasulfonatoporfirina cloreto] para hidrocarbonetos 
alifáticos. Santhiago et al., 2008, construíram um sensor biomimético 
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baseado em um complexo heterodinuclear FeIIIZnII que mimetiza o sítio 
ativo da enzima hidrolítica fosfatase ácida púrpura, encontrada no feijão 
vermelho, e empregado na determinação de ácido rosmarínico. Oliveira 
et al., 2007, produziram um sensor biomimético com um complexo 
dinuclear de cobre (II) para determinação de hidroquinona em 
cosméticos. 
Neste trabalho, um complexo de níquel (II) (Figura 34) foi usado 
como molécula funcional, apresentando atividade eletrocatalítica para 
compostos fenólicos, na construção de um sensor que foi utilizado na 
determinação de catequina em chá verde. 
 
 
O chá verde, uma bebida de origem asiática, é produzido a partir 
da planta Camellia sinensis, pertencente à família Theaceae (LORENZI 
e MATOS, 2002). Este chá é uma das bebidas mais populares do mundo 
e seu consumo habitual foi associado com benefícios para a saúde. A 
medicina tradicional chinesa recomendou esta planta para prolongar a 
vida e para dores de cabeça, dores no corpo, distúrbios da digestão, 
depressão, desintoxicação e energizador. A maioria dos efeitos 
benéficos do chá verde é atribuída aos seus flavonóides polifenólicos, 
conhecidos como catequinas, e estes polifenóis são responsáveis por até 
40% do peso seco do chá verde (GRAMZA-MICHALOWSKA et al., 
2007; CLEMENT, 2009). 
O interesse na quantificação de catequinas está relacionado com 
seus potenciais benefícios na saúde humana. Dentre os vários efeitos 
Figura 34 – Complexo Níquel II(L) com L=[N-(metil)-N’-(2-piridilmetil)-
N,N’-bis(3,5-di-terc-butil-2-hidroxibenzil)-1,3-propanodia-mina [níquel (II)] 
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biológicos e farmacológicos estão sua ação como antioxidante, 
anticarcinogênico, antimutagênico, antiinflamatório e antimicrobiano. 
Estes compostos podem combater os radicais livres que danificam as 
células humanas sob condições de estresse oxidativo causando 
perturbações graves no metabolismo celular (MASUKAWA et al., 
2006; OZYURT et al., 2007; EL-HADY e EL-MAALI, 2008). A Figura 
35 mostra a fórmula estrutural da catequina. 
 
 
 
Vários métodos analíticos foram reportados na literatura para a 
determinação deste composto (DALLUGE e NELSON, 2000) sendo que 
os mais utilizados são baseados em cromatografia líquida de alta 
eficiência (KHOKHAR et al., 1997; LEE e ONG, 2000; WANG et al., 
2003; NISHITANI e SAGESAKA, 2004; MASUKAWA et al., 2006) 
mas também foram propostos métodos baseados em espectrofotometria 
(OZYURT et al., 2007), eletroforese capilar (ARCE et al., 1998; 
TSUKAGOSHI et al., 2007; CHEN et al., 2008 ) e eletroquímica 
(JAROSZ-WILKOTAZKA et al., 2004; ROY et al., 2005; EL-HADY, 
2007; EL-HADY e EL-MAALI, 2008; FERNANDES et al., 2008). No 
trabalho de Fernandes et al., 2008, foi usado um sensor contendo um 
complexo dinuclear de cobre II, que mimetiza uma catecol oxidase. Este 
sensor também fou usado para determinação de catequina em chá verde 
e apresentou uma faixa linear de concentração entre 4,95x10-6 a 
3,27x10-5 mol L-1 com um limite de detecção de 2,8 x10-7 mol L-1. 
 
4.3 PARTE EXPERIMENTAL 
 
4.3.1 Reagentes e Soluções 
 
HO O
OH
OH
OH
OH
Figura 35 – Estrutura da catequina. 
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Ácido 3-mercaptopropiônico (AMP), diclorometano e catequina 
foram fornecidos pela Sigma. O complexo mononuclear de níquel (II) 
foi fornecido pelo Laboratório de Bioinorgânica e Cristalografia 
(LABINC) – UFSC, onde foi sintetizado e caracterizado por Tiago 
Pacheco de Camargo sob a orientação do Prof. Dr. Ademir Neves. As 
amostras de chá verde foram adquiridas em um supermercado de 
Florianópolis.  
As soluções de tampão fosfato (pH 6,0 a 9,0), a solução tampão 
acetato (pH 5,0), a solução de cianamida e a solução piranha foram 
preparadas conforme os métodos descritos para o preparo destas 
soluções no capítulo 2. 
A solução 1,0x10-3 mol L-1 de AMP foi preparada utilizando 
870,0 µL deste composto em 10 mL de solução etanólica.  
A solução 2,0x10-2 mol L-1 do complexo de níquel (II) foi 
preparada dissolvendo-se 9,3 mg do complexo em um balão volumétrico 
de 1,0 mL e completando-se o volume com diclorometano. 
 
4.3.2 Instrumentação 
 
A determinação de catequina pelo método comparativo foi 
realizada em um equipamento de eletroforese capilar da marca HP3DCE 
Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA), equipado com um detector 
de arranjo de diodos. As medidas foram realizadas em 25°C em um 
capilar de sílica fundida sem revestimento (48,5 cm x 50 µm I.D. x 375 
µm O.D. 40 cm de comprimento efetivo) obtido da Polymicro 
Technologies (Phoenix, AZ, USA). O software para aquisição dos dados 
foi o HP Chemstation®. Os demais instrumentos utilizados foram os 
descritos no capítulo 2. As medidas voltamétricas também foram 
realizadas conforme descrito no capítulo 2, sendo que neste estudo o 
eletrodo de trabalho foi o eletrodo de ouro modificado com o complexo 
de níquel (II). 
 
4.3.3 Obtenção do Eletrodo Au-SAM-complexo de Ni(II) 
 
Antes da modificação da superfície, o eletrodo de ouro foi 
submetido à limpeza mecânica, química e eletroquímica conforme o 
método descrito no capítulo 2 (Carvalhal et al., 2005). Após o 
tratamento de limpeza, a SAM foi formada pela imersão do eletrodo de 
ouro em uma solução etanólica 1,0x10-3 mol L-1 de AMP por 1 h em 
temperatura ambiente. O eletrodo Au-SAM foi lavado com etanol para 
remover os tióis que não foram ligados e, em seguida, mergulhado em 
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solução contendo cianamida 0,36 mol L-1 em tampão fosfato (pH 7,0) 
por um período de 1 h. Finalmente, uma alíquota de 15 µL de solução 
2,0x10-2 mol L-1 de complexo de níquel (II) em diclorometano foi 
depositada sobre a superfície do eletrodo de ouro e seca à temperatura 
ambiente. 
 
4.3.4 Preparação das Amostras de Chá Verde e Medidas 
Voltamétricas 
 
Três amostras comerciais de chá verde (A = Bioslim, B = Leão e 
C = Chileno) foram preparadas pela extração de 2,0 g de chá com 40 mL 
de solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0) em 35 °C, seguido por 
um período de incubação de 20 min com agitação por 2 min e filtragem. 
Uma alíquota de 100 µL do extrato de chá verde foi transferida para 
uma cela eletroquímica contendo 15,0 mL de solução tampão fosfato 0,1 
mol L-1 (pH 7,0), seguida de sucessivas adições de solução padrão de 
catequina. Após cada adição da amostra ou solução padrão de catequina, 
e agitação por 60 s para a homogeneização, voltamogramas de onda 
quadrada foram obtidos aplicando um potencial de varredura entre +0,4 
a -0,1 V, com valores ideais de frequência, amplitude de pulso, e 
incremento de potencial de 80 mV, 60 Hz e 10 mV, respectivamente. 
Todas as medições foram realizadas em triplicata e as correntes foram 
medidas à temperatura ambiente vs Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L-1). 
 
4.3.5 Método Comparativo 
 
Eletroforese capilar foi usada para a determinação de catequina 
nas amostras de chá verde como método comparativo. As amostras 
foram diluídas 1:4:1 (v/v/v) amostra:água destilada:padrão interno 
(propilparabeno), antes da injeção. Para a quantificação, foi usada uma 
curva de calibração para concentrações de catequina entre 15 e 60 mg L-
1
 e uma concentração de padrão interno constante de 20 mg L-1. Cada 
concentração foi preparada e injetada em triplicata. As soluções padrão 
e amostras foram injetadas hidrodinamicamente em 50 mbar por 3 s e a 
voltagem de separação aplicada foi 25 kV (polaridade negativa). O 
comprimento de onda do detector foi em 206 nm. O eletrólito usado foi 
uma mistura de dodecilsulfato de sódio e trietilamina em pH 2. Esta 
análise foi realizada pelo Laboratório de Eletroforese Capilar (LABEC – 
UFSC) do grupo de pesquisa do Prof. Dr. Gustavo Amadeu Micke. 
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.4.1 Estudo dos Compostos Fenólicos 
 
Inicialmente foi realizado um estudo para verificar a afinidade do 
complexo de níquel (II) para diferentes compostos fenólicos: ácido 
cafeico, carbidopa, catequina, hidroquinona e L-dopa. As respostas do 
sensor para estes substratos foram obtidas em uma concentração de 
1,45x10-4 mol L-1 em solução tampão fosfato (0,1 mol L-1; pH 7,0). A 
Figura 36 apresenta uma comparação das respostas obtidas, mostrando 
que o sensor proposto demonstrou diminuição da sensibilidade na 
seguinte ordem: catequina > hidroquinona > ácido cafeico > L-dopa > 
metildopa. Neste estudo, a catequina foi selecionada para a otimização 
do sensor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.2 Formação do Eletrodo Au-SAM-complexo de Ni(II) e 
Comportamento Eletroquímico da Catequina 
 
A Figura 37 mostra um esquema proposto para a imobilização do 
complexo de níquel (II) na superfície do eletrodo Au-SAM. 
Ácido cafeico Carbidopa Catequina Hidroquinona L-dopa
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5
4,0
 
 
-
∆i
 
(µA
)
Figura 36 – Resposta do sensor para os compostos fenólicos investigados. 
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Inicialmente, a superfície do eletrodo de ouro foi modificada 
quimicamente com o ácido 3-mercaptopropiônico (a) para formar as 
camadas moleculares organizadas. Posteriormente, o eletrodo foi imerso 
em uma solução de cianamida (b), na qual as moléculas ligam-se aos 
grupamentos carboxila do tiol viabilizando a funcionalização com o 
grupamento amino e promovendo, em seguida, a automontagem 
coordenativa com o complexo funcional. O complexo de níquel (II) (c) 
foi então imobilizado através de uma ligação covalente coordenada 
sobre esta monocamada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Complexos de metal de transição como o níquel, são lábeis, 
trocando seu ligante rapidamente. Isto é resultado especialmente, dos 
efeitos cinéticos existentes bem como de efeitos termodinâmicos. Na 
interação com a cianamida, o complexo de níquel provavelmente 
coordena-se com o grupo amino para completar sua esfera de 
coordenação octaédrica, permitindo uma maior estabilidade do que se o 
Figura 37 – Representação esquemática da imobilização do complexo de níquel 
(II) sobre o eletrodo Au-SAM. 
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complexo fosse ligado a moléculas de água (SILVA e OLIVEIRA, 
2006). 
No complexo mononuclear de níquel (II) contendo o ligante 
pentadentado H2L, os grupos fenolatos estão adequadamente protegidos 
por substituintes volumosos (terc-butil) nas posições orto- e para-, que 
através da oxidação eletroquímica geram um e dois elétrons das espécies 
fenoxil oxidadas em solução (SHIMAZAKI et al., 2003; DOS ANJOS 
et al., 2005). O complexo de níquel (II) catalisou a oxidação da 
catequina para sua respectiva quinona e, em seguida, a quinona 
produzida foi eletroquimicamente reduzida na superfície do sensor em 
um potencial de +0,18 V (Figura 38).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para verificar o comportamento eletroquímico da catequina 
usando o sensor proposto foi realizada uma investigação por voltametria 
de onda quadrada em uma faixa de potencial de +0,6 a -0,3 V vs 
Ag/AgCl em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0). A influência 
na resposta do sensor foi comparada com um eletrodo de ouro sem 
modificação. A Figura 39 mostra os voltamogramas obtidos usando os 
eletrodos: (a) eletrodo de ouro e (b) eletrodo Au-SAM-complexo de 
Ni(II) em solução de catequina 2,83x10-4 mol L-1. Corrente maior de 
Figura 38 – Oxidação/redução da catequina sobre a superfície do sensor. 
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resposta da quinona para catequina é fornecida pelo sensor proposto no 
potencial de +0,18 V quando comparada com a resposta do eletrodo de 
ouro, indicando claramente o papel do complexo na resposta do sensor. 
Este aumento na resposta do eletrodo modificado em relação ao eletrodo 
de ouro é uma característica atribuída à excelente imobilização do 
complexo e de sua atividade catalítica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.3 Otimização dos Parâmetros Experimentais 
 
O efeito do pH sobre a resposta do sensor proposto foi 
investigada sob a faixa de pH de 5,0 a 9,0 em solução tampão fosfato 
contendo uma concentração de catequina de 1,61x10-5 mol L-1. A 
corrente catalítica aumentou até pH 7,0 e diminuiu gradualmente em 
valores de pH superiores (Figura 40). Portanto, esse valor de pH foi 
selecionado para os experimentos seguintes. 
 
 
 
 
Figura 39 – Voltamogramas de onda quadrada de uma solução de catequina 
2,83x10-4 mol L-1 em tampão fosfato (0,1 mol L−1; pH 7,0) para (a) eletrodo 
de ouro e (b) eletrodo Au-SAM-complexo de Ni(II). 
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Na otimização dos parâmetos da voltametria de onda quadrada, 
os efeitos da frequência (10 a 100 Hz), amplitude de pulso (10 a 100 
mV) e incremento (0,5 a 12 mV) foram estudados sobre a resposta do 
eletrodo Au-SAM-complexo de Ni(II) para uma solução 1,61x10-5 mol 
L-1 de catequina. 
A Figura 41 mostra que houve um crescimento linear da corrente 
de resposta do sensor para catequina até 80 Hz, permanecendo 
praticamente constante em frequências maiores, portanto este valor foi 
selecionado para os estudos subsequentes. 
O efeito da variação da amplitude de pulso sobre a corrente de 
resposta do sensor foi também investigada. De acordo com os resultados 
mostrados na Figura 42, a corrente de resposta aumentou linearmente 
até 60 mV. Desta forma, a amplitude de 60 mV foi usada em todos os 
experimentos posteriores. Em adição, o parâmetro do incremento foi 
também estudado. Conforme mostra a Figura 43, houve um crescimento 
significativo da resposta até o valor de 10 mV, seguido de um 
decréscimo em valores maiores de incremento. Deste modo, o 
incremento de 10 mV foi selecionado para os próximos estudos. 
 
Figura 40 – Estudo de pH sobre a resposta do sensor. 
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Figura 41 – Estudo de frequência sobre a resposta analítica do sensor. 
Figura 42 – Estudo da amplitude sobre a resposta analítica do sensor. 
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4.4.4 Repetibilidade, Reprodutibilidade e Estabilidade do Sensor 
 
A repetibilidade do eletrodo Au-SAM-complexo de Ni(II) foi 
avaliada pela medida da corrente de resposta em uma solução tampão 
fosfato (0,1 mol L-1; pH 7,0) contendo 1,61x10-5 mol L-1 de catequina, 
realizando várias medidas separadas com o mesmo sensor. O desvio 
padrão relativo foi de 2,45 % para oito medidas sucessivas. 
A reprodutibilidade foi também estudada e um desvio padrão 
relativo de 3,5 % foi obtido para três eletrodos independentes. O tempo 
de estabilidade do sensor foi investigado pela medida da corrente de 
resposta voltamétrica para uma solução de catequina 1,61x10-5 mol L-1 
em solução tampão fosfato (pH 7,0) durante quatro semanas. Os 
resultados demonstraram perda aparente de sua atividade (≥ 20 %) após 
20 dias. A estabilidade do eletrodo Au-SAM-complexo de níquel (II) 
pode ser atribuída ao alto nível de organização e imobilização do 
complexo no eletrodo de ouro. 
 
 
 
Figura 43 – Estudo do incremento sobre a resposta analítica do sensor 
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4.4.5 Curva Analítica, Recuperação e Determinação de Catequina 
 
Sob as condições otimizadas descritas acima, a curva analítica 
obtida foi linear no intevalo de 3,31x10-6 a 2,53x10-5 mol L-1 de 
catequina e a equação da reta correspondente foi (-
∆i=1,846+6,70x105[catequina]; r=0,9987), onde ∆i é o pico da corrente 
resultante em µA, e [catequina] a concentração de catequina em mol L-1. 
A Figura 44 mostra os voltamogramas e a Figura 45 apresenta a curva 
analítica obtida. O limite de detecção foi de 8,26x10-7 mol L-1 para 
catequina com o sensor proposto e o limite de quantificação foi de 
2,75x10-6 mol L-1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para os estudos de recuperação, soluções de catequina nas 
concentrações de 2,48, 4,64 e 7,26 mg L-1 foram sucessivamente 
adicionadas para cada amostra analisada. Os resultados obtidos foram 
comparados com as concentrações adicionadas, encontrando-se uma 
faixa de recuperação de 98,2 a 105,0%, indicando uma ausência de 
Figura 44 – Voltamogramas de onda quadrada obtidos com o eletrodo Au-
SAM-complexo de Ni(II) para: (a) solução tampão fosfato e soluções de 
catequina nas seguintes concentrações: (b) 3,31x10-6; (c) 6,58x10-6; (d) 
9,80x10-6; (e)1,30x10-5; (f) 1,61x10-5; (g) 1,92x10-5; (h) 2,23x10-5; (i) 2,53x10-
5
 mol L-1 em amplitude de pulso de 60 mV, frequência 80 Hz e incremento 10
mV. 
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efeitos de matriz nas determinações de catequina usando o eletrodo Au-
SAM-complexo de Ni(II). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Finalmente, as amostras de chá verde A, B e C, foram usadas para 
a determinação de catequina empregando o sensor proposto e os valores 
foram comparados com aqueles obtidos usando o método de eletroforese 
capilar. Os resultados encontrados para os dois métodos são mostrados 
na Tabela 10. Aplicado o teste t, esses resultados estão em concordância 
em um nível de 95%. 
 
Tabela 10 – Determinação de catequina em chá verde usando o sensor proposto 
e o método de eletroforese capilar 
Amostra 
Catequina (mg L-1) 
Erro relativoa 
(%) Eletroforese 
capilarb 
Eletrodo Au-SAM-
complexo de Ni(II) a 
A 159,1± 0,10 159,8 ± 0,20 -0,44 
B  93,0 ± 0,10   90,6 ± 0,20 +2,58 
C  88,2 ± 0,10   87,0 ± 0,10 +1,36 
a eletrodo Au-SAM-complexo de níquel (II) vs eletroforese capilar; nível de 
confiança de 95%, b n=4. 
Figura 45 – Curva analítica para catequina. 
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CONCLUSÕES 
 
Com os resultados obtidos durante a execução deste trabalho, 
conclui-se que foi possível planejar e construir sensores sensíveis e 
estáveis à base de SAM. Os dispositivos propostos possibilitaram a 
realização da determinação da concentração de dopamina, tiodicarbe e 
catequina nas amostras de fármacos e alimentos testadas, demonstrando 
bom desempenho quando comparados aos resultados obtidos pelos 
métodos comparativos. 
O primeiro biossensor desenvolvido neste trabalho, no qual 
empregou-se peroxidase obtida de fonte vegetal, foi utilizado para a 
determinação de dopamina em formulações farmacêuticas. A enzima 
proveniente do broto de feijão foi imobilizada com sucesso sobre o 
eletrodo de ouro modificado com monocamadas auto-organizadas 
oferecendo características analíticas favoráveis incluindo boa 
sensibilidade e faixa linear e aplicabilidade na determinação de 
dopamina. Em adição, os brotos de feijão são ricos em peroxidase e a 
enzima obtida deste material vegetal, oferece estabilidade, baixo custo e 
não requer cofator. Este eletrodo proposto combina a seletividade da 
enzima com a alta sensibilidade e estabilidade e tempo de resposta 
rápido comparado com outros procedimentos descritos na literatura para 
determinação de dopamina (KUMAR et al., 2008, LI et al., 2006, 
SHERVEDANI et al., 2006, FERREIRA et al., 2004 ). 
O método proposto usando o eletrodo Au-SAM-broto de alfafa 
foi utilizado com sucesso na determinação seletiva de tiodicabe em 
batata, maçã e morango. Não houve diferença significativa entre os 
resultados obtidos com este método e o método oficial e assim, pode-se 
concluir que o biossensor pode ser utilizado para a determinação de 
tiodicarbe sem efeitos da matriz para estas amostras. Este eletrodo 
também oferece as vantagens de uma boa linearidade, estabilidade, 
ausência de uma etapa de derivatização e tempo de resposta rápido. 
Também foi construído um sensor no qual o complexo de níquel 
(II) foi imobilizado com sucesso sobre uma SAM do ácido 3-
mercaptopropiônico em eletrodo de ouro. Este método de modificação 
de eletrodos foi interessante devido às vantagens que oferece: a 
facilidade da fabricação, a deposição reprodutível e a ligação covalente 
coordenada do complexo na superfície do eletrodo de ouro levando a 
uma maior estabilidade em relação a outros métodos de modificação. 
Este método também demonstra que moléculas sintéticas funcionais 
podem ser usadas como base no desenvolvimento de sensores para a 
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determinação de compostos de interesse. O sensor proposto foi usado 
para determinação de catequina, juntamente com eletroforese capilar. 
Como não há diferença significativa entre os resultados dos dois 
métodos, pode-se concluir que o eletrodo Au-SAM-complexo de Ni(II) 
pode ser usado para determinação de catequina sem sofrer com efeitos 
da matriz das amostras de chá verde. Este eletrodo modificado também 
oferece outras vantagens incluindo boa faixa linear e tempo de resposta 
rápido. 
Além disso, destaca-se que estes eletrodos modificados com 
SAM seguem a tendência da “química limpa”, em razão de que utilizam 
menor quantidade de reagentes gerando pequeno volume de resíduos e 
assim diminuindo a poluição. 
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